| 





APE A ARE i: Ato 








Diffusionsversuche an den phosphorsaurehaltigen 
Verbindungen des Muskels. 


Von 
P. Rothschild. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 18. Juli 1929 ) 


Mit 5 Abbildungen im Text. 


Die MolekulargréBe und der physikalische Zustand des _prii- 
formierten Phosphats und der neu entdeckten Phosphorsaureverbindungen 
des Muskels sind in verschiedener Richtung noch ungeklart. Wahrend 
z. B. die analytische Untersuchung des eiweibfreien Muskelfiltrats 
ergibt, daB im unermiideten Froschmuskel pro Gramm 12 bis 15 mg P 
als anorganisches Phosphat vorhanden sind, in weitgehend ermiideten 
Muskeln 80 bis 90 mg P, wobei die Kreatinphosphorsaure nahezu rest los 
aufgespalten wird, findet Stella! im ersteren Falle etwa 8 bis 9mg P, im 
letzteren etwa 18 mg in freiem Diffusionsaustausch mit der Umgebung, 
wahrend andererseits die Durchlissigkeit der Muskelmembran fiir 
Phosphat nachgewiesen werden kann. Da der Umsatz der Kreatin- 
phosphorsaure —- Spaltung und Synthese —- im enzymatischen Muskel- 
extrakt ahnlich verlauft wie im lebenden Muskel, war es von Interesse, 
Naheres tiber den physikalischen Zustand zu erfahren, in dem sich 
die Phosphorsiure und die Kreatinphosphorsiure im enzymhaltigen 
Extrakt befinden; ob hier etwa das Phosphat indiffusibel ist oder die 
Kreatinphosphorsiure in einem héheren Komplex gebunden ist. Ich 
habe deshalb auf Vorschlag von Herrn Meyerhof eine Reihe von 
Diffusionsversuchen mit Muskelextrakt angestellt. Diese wurden 
aus ahnlichen Griinden auch auf das von K. Lohmann im Muskel ent- 
deckte Pyrophosphat ausgedehnt. DaB dieses im Muskel und im Muskel- 
extrakt nicht frei vorhanden ist, wurde von K. Lohmann schon in 
seiner ersten Arbeit mitgeteilt?. Wahrend es nun zunichst schien, 

1 Journ. of Physiol. 66, 19, 1928. 

2 K. Lohmann, diese Zeitschr. 202, 466, 1928. 
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daB es sich hier um eine lockere Adsorptionsverbindung handelt, gelang 
inzwischen der Nachweis, da8 das Pyrophosphat mit Adenylsiure 
zu einer Adenylpyrophosphorsdure verbunden ist!. Auch hier war 
es erwiinscht, festzustellen, ob es nicht vielleicht im Muskelextrakt 
in noch héheren Komplexen existiert, und ob die Diffusionsgeschwindig- 
keit im eiweiBhaltigen Muskelauszug mit der der isolierten Verbindung 
in reiner wiasseriger Lisung (bei gleichem py) tibereinstimmt. Die 
Diffusionsversuche mit Muskelextrakt muBten sich auf das Dialysier- 
vermégen der Phosphatverbindungen durch Kollodiumhiilsen _ be- 
schrinken —- die freie Diffusion ist hier deshalb nicht durchfithrbar, 
weil die priaformierten Phosphorsiurekomplexe in Gegenwart der 
Enzyme zu rasch zerfallen; dagegen konnten fiir die abgetrennten 
Verbindungen auch die absoluten Werte der Diffusionskoeffizienten 
bestimmt werden nach dem einfachen, kiirzlich von Hill, Eggleton 
‘und Stella? angegebenen Verfahren der Herausdiffusion der Verbindung 
aus einem ,,halbunendlichen festen Kérper‘‘, bestehend aus Agargallerte. 


Ehe die Methoden und Resultate im einzelnen besprochen werden, 
sei das allgemeine Ergebnis vorausgeschickt: Fiir alle Anordnungen 
stimmt der GréSenordnung nach die Diffusionsgeschwindigkeit jeder 
einzelnen Verbindung iiberein, ob ihre Dialyse in frischem Muskel- 
extrakt oder nach Abtrennung daraus, oder ihre freie Diffusion in Agar 
gemessen wird. Es kann daraus jedenfalls geschlossen werden, dal 
das praformierte anorganische Phosphat, die Kreatinphosphorsaure 
und auch die Adenylpyrophosphorsaure im Muskelextrakt nicht an 
eiweiBartige Komplexe gebunden sind. Dabei wurden die Messungen 
unter Bedingungen vorgenommen, die einen nachtraglichen Zerfall 
dieser Komplexe ausschlieBen lassen. Auf der anderen Seite waren 
aber die Messungen im Muskelextrakt nicht genau genug, um die 
ebenfalls wichtige Frage zu entscheiden, ob der reversible ,,Zerfall* 
der Kreatinphosphorsaéure vielleicht nur eine Instabilisierung darstellt. 

Mehrere Griinde schrainkten die Genauigkeit der Dialysemessungen 
ein. Erstens waren die Unterschiede der Diffusionsgeschwindigkeit von 
anorganischem Phosphat und Kreatinphosphat viel kleiner als man nach 
den Molekulargewichten vermuten konnte; zweitens muBte wegen des 
leichten Zerfalls der Verbindungen die Dialyse in sehr leicht durchlassigen 
Kollodiumhiilsen vcergenommen werden, und es erwies sich, daB deren 
Permeabilitét mit wiederholter Benutzung dauernd zuriickging, so dal 
nur mit derselben Hiilse zur selben Zeit vorgenommene Messungen ver- 
gleichbar waren. Obendrein anderte sich die Durchlassigkeit nicht fiir 
alle Verbindungen proportional, sondern in den schwerer durchlassigen 
Hiilsen verzégerte sich die Diffusion der langsamer dialysierenden Sub- 


1 K. Lohmann, Naturw. 17, 624, 1929. 
2 A. V. Hill, Proc. Roy. Soc. 104, 39, 1928; Eggleton, Eggleton, Hill, 
ebendaselbst 103, 620, 1928. 
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stanzen mehr als die der rascher diffundierenden (z. B. Pyrophosphat mehr 
als Phosphat), was auf das Erreichen einer kritischen Porenweite fiir die 
gréBeren Molekiile bei allmahlicher Schrumpfung der Membran hinweist. 
SchlieSlich sind im Muskelextrakt die verschiedenen Phosphatverbindungen 
gleichzeitig vorhanden, und die Ermittlung der Menge jeder einzelnen 
geschieht durch Differenzbestimmungen. Da selbst bei 0°, wo die Dialyse 
vorgenommen wurde, eine gewisse enzymatische Aufspaltung stattfindet, 
so wird eine sehr genaue Berechnung unmdglich, indem das Resultat anders 
ausfallt, je nachdern man die Dialyse auf die Anfangs- oder Endzusammen- 
setzung des enzymatischen Extrakts berechnet. 

Nach den Versuchen im Extrakt ergab sich nur ein sehr geringer, 
die Fehlergrenzen nicht tiberschreitender Unterschied in der Diffusions- 
geschwindigkeit von Kreatinphosphat, praformiertem anorganischen 
Phosphat und zugesetztem anorganischen Phosphat, wahrend sich 
aus den Agarversuchen fiir Kreatinphosphat ein Diffusionskoeffizient 
berechnet, der 19°, kleiner ist als der fiir anorganisches Phosphat 
bei gleichem py. Etwas gréBer sind die Unterschiede von anorganischem 
Pyrophosphat und Adenylpyrophosphat. Fir letzteres ergibt sich 
der Diffusionskoeffizient aus den Agarversuchen um 32°,, kleiner. 
Hier zeigen tatsachlich auch die Dialyseversuche gewisse Unterschiede, 
wenn Gemische von praformiertem Adenylpyrophosphat und Phosphat 
im genuinen Muskelextrakt dia‘ysiert wurden und: andererseits .Ge- 
mische von anorganischem Pyrophosphat und anorganischem Phosphat 
in Wasser. Auch hier sind aber die Schwankungen in den Dialyse- 
versuchen recht betrichtlich. 


A. Dialyseversuche. 


Methoden. 


Kollodiumréhren von etwa 10 mm Durchmesser, die 5 ccm Fliissigkeit 
faBten, wurden nach der Vorschrift von Brown'!, Lundsgaard? und H. H. 
Weber® hergestellt. Die benutzte Kollodiumlésung war von Kahlbaum 
(zur Herstellung von Membranen); sie wurde iiber langsam gedrehte Glas- 
rohren gegossen. Vor der Spiilang wurden die Réhren 10 Minuten in 
80°,igen Alkohol eingestellt. Die beiden Enden der Kollodiumhiilse wurden 
nach den Angaben von H. H. Weber mit kurzen Glasmanschetten versehen, 
die mit Kollodium gedichtet wurden. Bei der Benutzung wurden die Glas- 
manschetten mit Gummistopfen geschlossen. In die Hiilse wurde ein 
Glasstab eingestellt, der die ganze Linge der Roéhre ausfiillt, einmal, um 
das Verhaltnis der Oberflache zum Volumen zu vergréBern und dann, um 
die Hiilsen stabiler zu machen. Sie wurden zwischen den Versuchen in 
thymolhaltigem Wasser aufbewahrt. 

Zu den Versuchen wurden die Hiilsen mit 5cem der zu dialysierenden 
Fliissigkeit gefiillt, wobei nach VerschluB noch eine Luftblase in der Hiilse 


1 Biochem. Journ. 9, 591, 1915. 
2 Lundsgaard und Holboell, Hospitals Tidende 68, 849 und 866, 1925. 
3’ H. H. Weber, diese Zeitschr. 158, 463, 1925. 


Sf 





SS ne 








hase es eta at 


254 P. Rothschild: 


blieb, die bei lansgamen Auf- und Abbewegungen um die Horizontale di 


Fliissigkeit in Bewegung hielt. Die Hiilsen kamen in hohe Reagenzglise,, 
die als AuBenlésung 15 ccm destilliertes Wasser oder 0,9°, KCl enthielten. 


Die Reagenzgliser wurden in liegender Stellung mittels eines Exzenter. 
lansam auf und ab bewegt. Sie befanden sich in Eiswasser, falls nicht fii 
besondere Zwecke eine andere Temperatur gewahlt wurde. Die Muske! 
extrakte wurden stets bei 0° dialysiert. Die Hiilsen waren im allgemeine: 
so durchlassig, dab in 30 Minuten etwa die Halfte des anorganische: 
Phosphats in die AuBenlésung iibergetreten war. 


Je nach der besonderen Versuchsaufgabe wurde zu_ verschiedene: 
Zeitpunkten, in den einzelnen Versuchen drei- bis viermal, mindestens 
aber za Beginn und am SchluB, die Verteilung der einzelnen Phosphat 
fraktionen bestimmt. Nachdem zu Beginn ein aliquoter Teil der Innen 
fliissigkeit verarbeitet war, warden in jedem dieser Zeitpunkte Teile de 
Innen- und AuBBenfliissigkeit entnommen und analysiert. So konnte auc! 
kontrolliert werden, ob die Menge jeder einzelnen Verbindung in Summa 
wahrend des Versuchs gleichgeblieben war. Die Bestimmung der Phosphat 
fraktionen: anorganisches Phosphat, Kreatinphosphat, Pyrophosphat 
geschah nach den an diesem Laboratorium beschriebenen Methoden. Die 
Abscheidung der Verbindungen in wiisseriger Lésung wurde nach de) 
Angaben von K. Lohmann! vorgenommen. Dann wurde das py auf 7,2 
eingestellt, was demjenigen des frischen, kohlehydratfreien Muskelextrakts 
entspricht. 


Berechnung: Die Konzentration der untersuchten Phosphat- 
fraktion in der Innenfliissigkeit (c;) sei zunichst Ci, und die Konzen- 
. . o . . ' . . - . 
tration in der AuBenfliissigkeit ¢, = 0. Dann ist die Konzentrations- 
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Abb. 1. 


Temperaturkoeffizient der Dialyse von anorganischem Phosphat durch Kollodiumhiilsen. 
Kurven I: Versuch vom 23. November. 





@e—@ a) bei 0°, @-——-@ b) bei 22°. 
Kurven I: Versuch vom 29. November. 
x < a) bei 0°, x ---* b) bei 18°. 


Abszisse: Zeit in Minuten. Ordinate: 100. log y. 


1 K. Lohmann, diese Zeitschr. 194, 306, 1928. 








D 


di 
val 


pe 


D 


T 
di 
Gi 


Ww 
Ww 
di 
né 


Di 














Diffusionsvers. a. d. phosphorséurehaltigen Verbindungen d. Muskels. 255 


differenz y zu Beginn y, = ¢c,,—0. Diese Konzentrationsdifferenz y 
zu beiden Seiten der Membran nimmt mit der Zeit (¢) nach der Ex- 
ponentialgleichung ab. 

y= y%—e* (1) 
Daraus folgt 
_ Iny,—iny 
‘ie t (2) 


k 


Tragen wir die Logarithmen der Konzentrationsdifferenzen als Ordinate, 
die Zeit als Abszisse auf, so erhalten wir fiir jeden Versuch eine 
Gerade, die die Abszissenachse in dem Winkel arc tg k schneidet. 
Dabei wird vorausgesetzt, dab die Durchlissigkeit der Hiilse sich 
wihrend des Versuchs nicht andert, sowie, da der Zeitabschnitt, 
waihrenddessen die ersten Anteile der dialysierenden Substanz durch 
die Membran bis zur duBeren Oberfliche hindurchdiffundieren, ver- 
nachlassigt werden kann. Wie die Abb. 1, 2 und 3 ergeben, liegen 

















> 10 20 80 40 SOt 8 
Abb. 2 
Dialysegeschwindigkeit (k) der aus dem Muskel isolierten Phosphorsiureverbindungen. Temp. 0°. 
Kurve I: anorganisches Phosphat und Kreatinphosphat. Kurve Il: Hexosemonophosphat. 
Kurve III: anorganisches Pyrophosphat. Kurve IV: Adenylpyrophosphat. 


Abszisse: Zeit in Minuten. Ordinate: 100. log y. 
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Vergleich der Dialysegeschwindigkeit von priformiertem anorganischen Phosphat, 
zugesetztem anorganischen Phosphat des Muskelextrakts und anorganischem Phos- 
phat in wisseriger Lisung (Temperatur 0°). 
x Kurve I: zugesetztes Phosphat. @—e Kurve II: priformiertes Phosphat. 
i——=s Kurve III: anorganisches Phosphat in wiasseriger Lisung. 
Die Geraden sind innerhalb der Versuchsfehler genau parallel 
Abszisse: Zeit in Minuten. Ordinate: 100 . logy. 
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die Logarithmen der Konzentrationsdifferenzen befriedigend auf einer 


Geraden!. Jedoch hangen die Werte von k von der Durchlissigkeit 
der Hiilse ab und miissen deshalb mit derselben Hiilse in méglichst 
kurzen Zeitraumen fiir die verschiedenen P-Substanzen bestimmt 
werden. Ergab die Analyse der Innen- und AuSenfliissigkeit, da durch 
Verluste bei der Bestimmung, durch Adsorption an das Kollodium 
oder vor allem durch enzymatische Aufspaltung eine Anderung in dem 
Gehalt der Phosphatfraktion eingetreten war, die 10 bis 15°, der be- 
treffenden Substanz iiberstieg, so wurden diese Versuche bei der Be- 
rechnung nicht mit beriicksichtigt. Besonders war dies bei den Ver- 
suchen mit Kreatinphosphorsiure im enzymatischen Extrakt der 
Fall, wo trotz der tiefen Temperatur die Spaltung fortschritt. 


Die Dialyse reiner Phosphatverbindungen. 

Fiir reines anorganisches Phosphat wurde die Dialysegeschwindig- 
keit zuniachst fiir verschiedene Temperaturen zwischen 0 und 20° 
bestimmt. Ein derartiger Versuch ist auf Abb. 1 abgebildet, wo Ia 
und Ib zwei zusammengehérige Versuche bei 0 und 22°, Ila und IIb 
zwei solche bei 0 und 18° wiedergeben. In drei Versuchen zwischen 
0 und 22° wurde fiir Q,,, 1,43, 1,46 und 1,30 gefunden. 

Bei 0° wurde mit ein und derselben Hiilse (Protokollnummer VIII) 
in kurzen Zwischenraumen die Dialyse der isolierten P-Verbindungen 
ausgefiihrt und gleichzeitig mehrmals der k-Wert fiir anorganisches 
Phosphat bestimmt. Setzt man ihn fiir dieses gleich 1,00, so ergibt 
sich fiir Kreatinphosphat auch 1,00, fiir das aus dem Muskel isolierte 
Hexosemonophosphat (Embden-Robison-Ester) 0,66, fiir anorgamisches 
Pyrophosphat 0,41, fiir Adenylpyrophosphat 0,34. Der Versuch ist 
auf Abb.2 dargestellt. Die k-Werte’ fiir die beiden Pyrophosphate 
sind hier relativ klein, weil die Hiilse wenig durchliassig war. In Ge- 
mischen, die aus Phosphat und Pyrophosphat zusammengesetzt waren, 
ergab sich in vier Versuchen fiir das Verhaltnis der k-Werte 0,74, 0,47, 
0,68, 0,70, Durchschnitt 0,65 (s. Tabelle III). Die Dialysegeschwindigkeit 
von anorganischem Pyrophosphat ist danach etwa zwei Drittel der- 
jenigen des Phosphats, in Ubereinstimmung mit dem Ergebnis der 
Agardiffusionsversuche. 


Dialyse im enzymhaltigen Muskelextrakt. 


Zunachst wurde in einer Reihe von Versuchen die Dialyse von 
anorganischem Phosphat bestimmt, und zwar 1. des praformierten 
Phosphats im Enzymextrakt (Bestimmung nach Mathison) und 2. 
von zum Extrakt zugesetztem Phosphat, nachdem das praformierte 


1 Vgl. auch H. Brintzinger, Zeitschr. f. anorg. Chem. 168, 145, 1924. 
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Tabelle I. 


Praformiertes und zugesetztes Phosphat. 





Proto- msi k k 

Versuch || Datum a — ky k,, k, "9 

Nr. 1929 Nr. Min. 9 a 
1 4. TIT. 1X 30 0,93 1,03 1,13 1,11 1,10 
2 11. TI. Vill 30 1,03 1,00 , 1,40 0,97 1,40 
3 11. IT. Vill 60 1,08 1,05 | 1,03 0,97 0,97 
4 11. Il. Vill 120 0,88 0,73 | 0,91 0,83 1,25 
5 15. II. VI 20 0,95 1,95 | 0,85 1,1 0,81 
6 15. Il. Vul 40 0,93 0,90 0,95 0,97 1,05 
7 15. III. Vill 60 0,92 0,85 0,92 0,92 1,08 
8 5. IV. Vill 20 1,05 1,15 1,05 1,1 0,91 
9 5. IV. Vill 60 | 0,87 0,92 0,88 1,05 0,96 


Mittel: 1,00 | 1,06 


Phosphat in einem bestimmten Teile des gleichen Extrakts wahrend 
einer zweistiindigen Dialyse entfernt war. 3. wurde zum Vergleich 
das Phosphat aus wiasseriger Lésung dialysiert. Ein derartiger Versuch 
ist auf Abb. 3 abgebildet. Die Geraden sind innerhalb der Versuchs- 
genauigkeit parallel. Von einer Bindung des Phosphats ist also nichts 
zu bemerken. Mehrere ancere Versuche verliefen ebenso. In im’ ganzen 
neun MefSzeiten und vier verschiedenen Versuchen ergibt sich ein 
Verhaltnis von 
- = 1,00 und > = 1.06, 
9 a 

wo k, die Konstante fiir zugesetztes Phosphat, k, die Konstante 
fiir das direkt bestimmbare Gesamtphosphat und k, fiir das praformierte 
anorganische Phosphat (Bestimmung nach Matthison) bedeutet. 
Trotzdem kann hieraus nicht geschlossen werden, daB nicht ein Teil 
des als anorganisch bestimmten Phosphats des Extrakts sich als instabile 
Form von Kreatinphosphorsiure vorfindet, denn der Unterschied der 
Diffusionsgeschwindigkeit von Kreatinphosphorsaiure und anorganischer 
Phosphorsaure ist auBerordentlich gering. In der folgenden Tabelle I 
sind die besten aus den Dialyseversuchen mit Enzymmuskelextrakt 
ausgewahlt, d. h. diejenigen, in denen die Menge der Kreatinphosphor- 
sdure in der Dialysezeit (30 bis 60 Minuten) weniger als 15 °,, abgenommen 
hatte. Je nachdem nun, ob man die herausdialysierte Menge auf den 
Anfangsgehalt oder den SchluBgehalt bezieht, erhalt man als Resultat 
von ky/k,, d.h. das Verhaltnis der Konstanten von Kreatinphosphor- 
siure im Vergleich zur anorganischen Phosphorsaure, den Wert 0,99 
oder 0,87. Dabei betragen aber die Schwankungen etwa —+- 20°, 
also erheblich mehr als die geringe gefundene Abweichung von 1. 
Es JaBt sich hieraus nur schlieBen, da die Kreatinphosphorsaure 
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Tabelle Il. 


Phosphat-Phosphagendialysen im Muskelextrakt. 











In 5cem Lésung ~ a 

© mg P,0, als 0/) Kreatin- a = 

= o ay ” oe phosphat e 

= S anorgan Kreatin- = = 

= S Phosphat phosphat wel ws 

Versuch Datum = ll eee: ceed meee tener ce renee] of. Oe 4 
= = = | = = = S Se <e 

im _ = = 4 = = -_ — = = = 

z >\2\blizgistial & ¢= 

= - 6 o Ea 4 H 5 

Nr. 1929 Nr. Min. S 5 S g S | é 3 
1 4. IL. V | 30 | 2,01 | 1,94 | 1,23 | 1,19 || 38 38 1,08 1,03 
2 6. IL. Vi 80 | 2,24 | 2,27 | 1,40 | 1,21); 38 35 =—-0,92 (0,73 
3 25. II. IX 30 | 2,42 | 2.41 | 0,96 | 0,92) 28 28 0,90 0,83 
4 27. Il. IX 30 2,36 | 2,33 | 0,84 0,69 26 | 23° 1,05) 0,81 
5 27. Ul. IX | 30 2,36 | 2,39 | 0,92 | 0,79 || 28 | 25 || 1,24 | 0,97 
6 4. III. IX, 30 | 2,22 | 2,24 | 1,16 | 1,08 34 | 33 || 0,93 | 0,86 
7 4. Ill. IX | 80 | 2,27 | 2,27 | 1,05 | 1,09; 32 32 | 0,78 | 0,81 
8 7. HI. IX | 30 | 2,32 | 2.45 | 1,54 | 1,383) 40 | 35 | 0,91 | 0,73 
9 7. Il. IX | 60 | 2,55 | 2,58 | 1,80 | 1,24 | 34 32 | 0,76 | 0,69 
10 11.10%. VIL. 60 | 2,32 | 2,36 | 0,51|048 18 17 || 1,12 | 0,98 
11 15.110. | VIL; 20 | 2,54 | 2,66 | 1,12 | 1,03), 31 28 || 0,90 | 0,81 
12 15.111. VII 40 2,70 | 2,69'096 0,95' 26 | 26 | 1,03 | 1,02 
13 15.10. VIII | 60 | 2,68 | 2,54 | 0,98 | 0,93 || 27 2 || 1,21 | 1,09 


0,99 | 0,87 


0,93 
keinesfalls an Protein gebunden sein kann, wahrend es nicht mdglich 
ist, tiber den Zustand des anorganischen Phosphats im Vergleich zur 
Kreatinphosphorsiure Bestimmtes auszusagen. 

SchlieBlich wurde die Dialyse des priformierten Pyrophosphats 
(Adenylpyrophosphorsiure) und des anorganischen Phosphats des 
Muskelextrakts miteinander verglichen. Auch bei diesen Versuchen 
traten Verluste an Pyrophosphat auf. Es wurdea nur diejenigen beriick- 
sichtigt, wo diese Verluste nicht tiber 10°, betrugen. Das Ergebnis 
ist auf Tabelle Illa wiedergegeben. Zum Vergleich dient die Tabelle ITI, 


Durchschnitt: 


Tabelle III. 


Kiinstliche Gemische: Anorganisches Phosphat (g) + anorganisches Pyro- 
phosphat (py). 





Direkt bestimm- || 


Proto- bares Phosphat Pyrophosphat k 


Nr. Datum koll- Dialyse- 2 Di Gia oe «Be k k PY 
hiilse og zm zum zm | zum . aid ky 
1929 my... | Min. Beginn | SchluB Beginn | Schluf 
1/201.) — | 69 || 357 | 3,78 | 1,03 | 0,92 | 1,58/ 1,13) 0,74 


2 20.11. | Vil; 30 | 357 358 | 1.03 | 0.98 1,00/047. 0,47 
3/211.) IX | 380 | 857 360 | 097 | 087 1,87 \0,93 0,68 
4/2111. IX | 60 | 357 3,56 0,97 0,89 1,17 0,82| 0,70 


Durchachnitt: 0,65 
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Tabelle Illa. 
Extraktphosphat und Extraktpyrophosphat (Adenyl-Pyrophosphat ). 





Direkt bestimm- 





-roto- ares Phounhn Pyrophosphat ‘ 
wr. || Datam — Dialyse- ners . pues iF a a Fe k.. ky uv 
hiilse - zu zum zu zum ° thd ko 
1929 Nr. Min. Beginn Schluf | Beginn Schluss 
5 6. IT. V 30 3,57 3,35 0,74 0.69 12 O8 = 0,67 
6 | 11.11. | Vil 30 3,42 3,31 0,75 0,72 1,03 0,63 0,61 
7 41 3. VII 30 3,41 3,43 0,75 0,71 1,03 0,50 048 
8 | 13. IL. — 30 3,75 3,65 0,85 0.75 1,13 0,67 0,59 


Durchschnitt: | 0,59 


wo Gemische von anorganischem Phosphat und anorganischem Pyro- 
phosphat in wasseriger Lésung dialysiert sind. Da jedoch hier ver- 
schiedene Hiilsen benutzt wurden, lassen sich die Ergebnisse nicht 
genau miteinander vergleichen. 


B. Diffusionsversuche. 


: Methoden. 


Zur Bestimmung des Diffusionskoeffizienten der verschiedenen 
Phosphatverbindungen in wasseriger Lisung verwandte ich das von 
Hill begriindete und von ihm, Eggleton und Stella ausgearbeitete Ver- 
fahren der Herausdiffusion der betreffenden Substanzen aus einem 
.halbunendlichen festen Kérper’, bestehend aus ciner 1,5° igen 
Agargallerte von ebener Oberfliche. Fiir kurze Zeitraume, d.h. so 
lange, wie die Konzentration der Substanz in den tiefsten Schichten 
des festen Kérpers unverandert bleibt, wahrend sie in der angrenzenden 
Lésung auf nahezu Null gehalten wird, gilt mit geniigender Genauigkeit 
die Formel: 





P= 2el/—, (3) 
u . 


wo P die Milligramm der betreffenden Phosphatverbindungen bedeuten, 
die in der Zeit vom Versuchsbeginn an, d.h. dem Aufschichten der 
phosphatfreien Lésung auf die phosphathaltige Gallerte, durch 1 qem 
Oberflache hindurchtreten, ¢ die Anfangskonzentration der betreffenden 
Phosphatverbindung in der Gallerte in Milligramm pro Kubikzentimeter, 


cm 
t die Zeit in Minuten und k den Diffusionskoeffizienten 4 ) 
Minuten 
Es ist also: 
P?x 
[= > ° (4) 
4c*t 


— 
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Die Giltigkeit der Gleichung l48t sich daran kontrollieren, daB die 
herausdiffundierte Substanzmenge der Quadratwurzel der Zeit pro- 
portional sein muf. Abb. 4 zeigt, daB dies in meinen Versuchen der 
Fall ist. 

Die Substanzen wurden in fliissigem Agar gelést und dann in Réhren 
von 3 oder 6qem Oberfliche gegossen. Fiir jede Periode wurden 5 
oder 10cem Wasser tiberschichtet und dann die Réhren im Thermo- 
staten von 20° in horizontaler Richtung bewegt. In bestimmten Ab- 
standen wurde die Fliissigkeit abgegossen und durch gleiche Volumina 
destillierten Wassers ersetzt. Die Menge der in den abgegossenen 
Lésungen enthaltenen P-Verbindungen wurde in der gleichen Weise 
wie in den Versuchen des vorigen Abschnitts bestimmt. Die Anfangs- 
konzentration in der Gallerte wurde durch Abpipettieren einer ge- 
wissen Menge Agargemisches in Wageglischen und _nachtrigliche 
Veraschung bestimmt. 
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Abb. 4. 
Diffusionsversuche in Agar bei 20°. PH etwa 7,2. 
x——»x Kurve I: anorganisches Phosphat. @—e Kurve II: anorganisches Pyrophosphat 


4——<A Kurve III: Kreatinphosphat. - © Kurve IV: Adenylpyrophosphat. 
(Die Versuche sind mit verschiedenen Konzentrationen der Substanzen ausgefiihrt.) 
Abszisse: Vt (Minuten). Ordinate: mg P.O; pro Quadratzentimeter ausgetreten. 





Tabelle IV. 
Agardiffusionsversuche. Temperatur 20°. py etwa 7,2. 





’ k 

Nr. | Datum Substrat k wm , -» 

1929 Pr | kPhosphat 
1] 1. V. Phosphat 5,12. 10-4 
2 || 26. VI. bs 4,95 , a 
3 25. VL. ; 5,12 pre 1,00 
4] 2. VIL. “ 5,12 
5.5 ts. ¥. Kreatinphosphat 4,20 | 
6) 4. VIL ; 4.00 js ae 
7] 8 V.z Pyrophosphat 3,28 l 
8 | 2. VIL. . 3,04 | 3,16 0,62 
9 2 VIL ; 3,15 
10 | 17. V.. Adenylpyrophosphat 2,15 2,15 0,42 
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Die erhaltenen Werte sind in der Tabelle IV aufgefiihrt. Die hier 
bestimmten k-Werte stellen die wirklichen Diffusionskonstanten 
bei 20° dar. Fiir anorganisches Phosphat fanden Eggleton, Eggleton 
und Hill! bei py 7,5 und 20° 5,6 .10~4. 

Die k-Werte sind auch auf Abb. 5 dargestellt, wo als Ordinate 
P?x, als Abszisse 4c?¢ benutzt ist. Die Gerade fiir die Adenylpyro- 
phosphorséure ist extrapoliert, da wegen der geringen Konzentration 
im Versuch alle Punkte vor dem Abszissenwert 100 liegen. 


Pe x 
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020) 
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Abb. 5. 
®‘ Diffusionskonstanten der Phosphatverbindungen in den Agarversuchen. Temperatur 2,09. 
x < Kurve I: anorganisches Phosphat. a——aA Kurve II: Kreatinphosphat 
@—e Kurve III: Pyrophosphat. ©--—-© Kurve IV: Adenylpyrophosphat. 
Die Geraden stellen die Diffusionskonstanten K dar. 
Abszisse: 4c? t. Ordinate: P?. 2. 





1G. P. Eggleton und P. Eggleton und A. V. Hill, Proc. Roy. Soc. 108, 
620, 1928. : 
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Uber den Zerfall der Kreatinphosphorsaure 
im Zusammenhang mit der Titigkeit des Muskels’. 


Ill. Mitteilung: 
UmsatzgréBe und Erregungsgeschwindigkeit. 


Von 


D. Nachmansohn., 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 18. Juli 1929.) 
Mit 8 Abbildungen im Text. 


Die in der letzten Mitteilung? aufgeworfene Frage, in welcher 
We'se der Zerfall der Kreatinphosphorsiure (,,Phosphagen‘’) am 
Arbeitsproze8 des Muskels beteiligt ist, wird in der vorliegenden Mit- 
teilung weiter verfolgt. Die Arbeit ist unter Leitung von Herrn Meyerho/ 
ausgefiihrt?. 

Wie schon friiher hervorgehoben, steht der Phosphagenzerfall im 
Gegensatz zur Milchsdurebildung in keinem direkten Zusammenhang 
mit der GréiBe der Spannungsleistung. Der isometrische Koeffizient 
des Phosphagens fiir Einzelzuckungen des Gastrocnemius 


kg Spannung X em Muskellange 


Eo ee oe ee 
— mg H,PO, abgespalten 


wie auch der isometrische Zeitkoeffizient fiir Tetani 


K __ kg Spannung < cm Muskellinge < Sekunden Tetanusdauer 
= mg H,PO, abgespalten 


nehmen mit der Zahl der Einzelschlage bzw. der Zahl und Dauer der 
Tetani stets zu, d. h. die Menge des zerfallenden Phosphagens wird im 


1 Auch diese Arbeit wurde mir durch ein Stipendium der Notgemein- 
schaft der Deutschen Wissenschaft erméglicht, der ich fiir ihre Hilfe meinen 
besten Dank sage. 

2 I. Mitteilung diese Zeitschr. 196, 73, 1928; II. Mitteilung eben 
daselbst 208, 237, 1929. 

8 Ein vorlaufiger Bericht iiber die Versuche erschien in den ,,Natur 
wissenschaften‘*: O. Meyerhof, Naturw. 17, 283, 1929. 
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Verhaltnis zur geleisteten Arbeit immer kleiner, wahrend die Milchsaure- 
bildung mit der Spannungsleistung nahezu parallel geht. So steigt 
z. B. der Wert des K,,(p von 89 bei 42 Einzelschligen auf 375 bei 
325 Einzelschligen, und der Wert des Zeitkoeffizienten K,,p, von 15 
bei einem Tetanus von 2 Sekunden Dauer auf 5/ bei 5 Tetani von 
je 2 Sekunden Dauer. Die Koeffizienten der Milchsaure bleiben dagegen 
fast konstant. Im Anfang tibertrifft der Phosphagenzerfall die Milch- 
siurebildung um mehr als das Doppelte, sehr rasch aber andert sich 
das Verhaltnis zugunsten der Milchsaéure. Ferner konnte gezeigt werden, 
daB bei Curaresierung des Muskels trotz gleichbleibender Arbeits- 
leistung eine erhebliche Einschrankung des Phosphagenzerfalls erzielt 
werden kann!. Dieses Verhalten legte die Vermutung nahe, daB der 
Phosphagenzerfall weniger direkt mit der GréBe der Arbeitsleistung, 
als vielmehr mit der Art des Erregungsprozesses in Beziehung steht. 
Insbesondere aber wies die Abhiangigkeit des Phosphagenzerfalls von 
der Temperatur auf den Zusammenhang mit der Geschwindigkeit des 
Erregungs- oder Kontraktionsvorgangs hin: Im gekiihlten Muskel 
von 3 bis 4° zerfiel bei Einzelreizen etwa halb soviel als im symmetrischen, 
auf 24 bis 25° erwarmten Muskel. Bekanntlich nimmt nun die Erregbar- 
keit des Muskels, die Kiirze der Latenzperiyde und die Schnelligkeit 
seiner Kontraktion mit dem Steigen der Teiaperatur zu. Die Milch- 
siurebildung wird weder durch Curaresierung noch durch Temperatur- 
anderungen (bei Einzelzuckungen) merklich beeinfluBt. 


Die folgenden Versuche zeigen in der Tat, da®B die GréBe des 
Phosphagenzerfalls mit der Geschwindigkeit des Erregungsablaufs, 
die in der ,,Chronaxie“‘ gemessen wird, in Zusammenhang steht. 


1 Mit der Wirkung des Curare auf den Phosphagenzerfall beschaftigen 
sich auch mehrere Arbeiten von G. Martino. Wiahrend er in seiner ersten 
von mir bereits frither zitierten Arbeit (Bolletino societa italiana 3, H. 1, 
114, 1928) nur den Ruhegehalt der Muskeln in curaresierten und nicht- 
curaresierten Tieren verglich, wo der Unterschied allein auf die Immobili- 
sierung zu beziehen ist, beschrieb der Autor in sp&teren Arbeiten, die nach 
Veréffentlichung meiner eigenen Curareversuche erschienen, aber offenbar 
unabhangig von ihnen angestellt sina (Archivo di fisiol. 26, 1928, 
FuBnote 1 und 2), daB im curaresierten Muskel bei direkter tetanischer 
Reizung von 30 Minuten, ebenso bei Warme- und Chloroformstarre waihrend 
etwa 40 Minuten jeglicher Phosphagenzerfall ausbleibt. Diese Resultate 
stehen in starkem Gegensatz zu meinen eigenen Befunden. Denn nach 
diesen wird in Gegenwart von Curare zwar der Zerfall im Tetanus zunichst 
stark eingeschrankt, jedoch zerfallt bei fortgesetzter Tetanisierung schlieBlich 
die Kreatinphosphorséure hier ebenso komplett, wie im nichtcuraresierten 
Muskel. Ebenso habe ich mich tiberzeugt, daB auch bei Warme- und Chloro- 
formstarre im curaresierten Muskel das Phosphagen restlos zerfillt. Die 
Resultate des Autors sind also mit den meinigen unvereinbar. 


264 D. Nachmansohn: 


Die Chronaxie (,,Zeitwert‘') hat der franzésische Physiologe 
L. Lapicque’ als MaB fiir die Geschwindigkeit des Erregungsvorgangs 
im Muskel sowie anderer erregbarer Organe eingefiihrt und mit einer 
von ihm ausgearbeiteten Methodik bestimmt. Sie gibt das Minimum 
der Dauer eines Gleichstroms bestimmter Starke an, das notwendig 
ist, um eine Reaktion des erregbaren Gebildes hervorzurufen. Die 
dabei benutzte Stromintensitat ist die doppelte derjenigen, die bei 
unendlicher Dauer eines Gleichstroms noch gerade eine Reaktion 
auslist. Diese Schwellenintensitat des Stromes nennt Lapicque Rheobase. 
Die bei doppelter Rheobase zur Erregung des Muskels erforderliche 
Dauer des Stromes, in 6 gemessen, ist die ,,Chronaxie“. 

Im allgemeinen gehen nun im Muskel die Geschwindigkeit der 
Erregung und der Kontraktion parallel?, und der Nachweis, daB der 
Phosphagenzerfall mit der Chronaxie in Zusammenhang steht, bedeutet 
dann gleichzeitig, da8 er meistens auch mit der Kontraktionsgeschwindig- 
keit parallel geht. Durchgiangig trifft diese Beziehung jedoch nicht zu. 
Durch die Einwirkung der curaresierenden Substanz wird die Chronaxie 
verlangert — nach Lapicque bei hochgradiger Curarevergiftung bis zum 
50fachen des Normalen —, ohne da8 es zu einer erheblichen Anderung 
der Kontraktionsgeschwindigkeit kommt. In diesen Fiillen besteht 
nun eine Beziehung der GréBe des Phosphagenzerfalls zu der Kiirze 
der Chronaxié, aber keine Ubereinstimmung mit der Kontraktions- 
geschwindigkeit. 

Im ersten Teile der Mitteilung wird der Zusammenhang von 
Phosphagenzerfall mit der Geschwindigkeit der Reizbeantwortung 
des Muskels in denjenigen Fallen behandelt, wo Chronaxie und Kon- 
traktionsdauer sich gleichsinnig andern. Im zweiten Teile dagegen 
wird die Beeinflussung durch die curaresierenden Substanzen behandelt, 
wo eine entsprechende Anderung der Kontraktionsgeschwindigkeit 
ausbleibt. 


I. Zusammenhang von Phosphagenzerfall und Geschwindigkeit der Muskel- 
s funktion. 

Bei sehr langsam sich kontrahierenden Muskeln ist der Gehalt 
an Kreatinphosphorsaure von vornherein sehr gering. Dies ist bereits 
G. und G. P. Egqgleton® aufgefallen; ferner beschrieben auch G. Martino* 
und Palladin® einen verringerten Gehalt in den roten Muskeln sowie 
im Herzen. Ist aber der Phosphagengehalt hoch, so besteht eine Be- 


1 L’excitabilité en fonction du temps. Paris 1926. 

2 Frédéricq, Physiol. Reviews 8, 501, 1928. 

3 Journ. of Physiol. 65, 15, 1928. 

* Rendiconti della Accad. de Linci 7, Serie VIA, H. 1, 79, 1928. 

5 Palladin und Epelbaum, Zeitschr. f. physiol. Chem. 178, 179, 1928. 
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ziehung zwischen der GréBe des Zerfalls und der Geschwindigkeit der 
Kontraktion unter den verschiedensten Umstiinden. Ich habe drei 
verschiedene Faille untersucht, bei denen erhebliche Variationen der 
ZerfallsgréBe vorkommen in Parallele zur Dauer der Kontraktion und 
der Chronaxie: 1. EinfluB der Temperatur. Die Kontraktions- 
geschwindigkeit steigt zwischen 10 und 24° um etwa das Siebenfache, 
die Chronaxie um das Dreifache, der Phosphagenzerfall, bei Einzel- 
zuckungen, um etwa das Doppelte. 2. Vergleich des Gastrocnemius 
der Kréte und des Frosches. Der Krétenmuskel hat eine etwa dreifach 
erhéhte Chronaxie und (bei Einzelzuckungen) einen wenig mehr als 
halb so groBben Zerfall des Phosphagens. 3. Vergleich des normalen 
Muskels mit einem solchen, dessen Nerv degeneriert ist: Der denervierte 
Muskel zeigt eine gréBere Chronaxie (Entartungsreaktion) und ver- 
langsamte Kontraktion, zunehmend mit der Zeit der Denervierung. 
Der Phosphagenzerfall ist parallel dazu bis ums Fiinffache eingeschrankt. 

Bei diesen Versuchen ist zu beachten, daB im allgemeinen die 
Untersuchung isometrischer Einzelzuckungen beweisender ist als die 
von Tetani. Denn bei tetanischer Reizung ist auch Wiarme- und Milch- 
siurebildung in den rascher reagierenden Muskeln fiir gleiche Dauer 
und Spannungsentwicklung der Kontraktion gegentiber den langsamer 
reagierenden erhéht, indem zur Aufrechterhaltung der Spannung in 
den langsameren Muskeln weniger Energie benétigt wird, wegen der 
langeren Dauer der einzelnen sich zum Tetanus summierenden 
Zuckungen. Bei den Tetani ist nur eine relativ gréBere Einschrankung 
des Phosphagenzerfalls gegeniiber der Milchsiurebildung beweisend, 
bei Einzelzuckungen dagegen ist Wirme- und Milchsaéurebildung der 
Spannungsleistung proportional und unabhangig von der Geschwindig- 
keit der Kontraktion. Da es letzten Endes fiir die Beurteilung auf das 
Verhaltnis der Milchsaurebildung zum Phosphagenzerfall unter den 
Versuchsbedingungen ankommt, habe ich fiir jede Anordnung noch 
den Quotienten 


Knit) 


K. (1) 


= @, PIL und K = Q: pt 
z(P) 





Kn ip) 
berechnet, die ich als Phosphagen-Milchsiure-Quotienten bezeichne, 
und die angeben, wieviel Milligramm H,PO, pro 1 mg Milchsaure bei 
Einzelzuckungen (m-Werte) und Tetani (z-Werte) zerfallen. Da die 
Molekulargewichte von Phosphorsiure und Milchsiure wenig § ver- 
schieden sind, geben diese Quotienten auch gleichzeitig das molekulare 
Verhaltnis beider Spaltungen an. 


Die Methoden entsprachen genau denen der vorigen Arbeiten. 
Der Ubersicht halber sind die die Versuche enthaltenden Tabellen am 
SchluB zusammengestellt. 
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a) EinfluB der Temperatur. 

Bereits in der vorigen Arbeit ist gezeigt, daB bei 24 bis 25° 
mehr Phosphagen zerfallt als bei 4°. Ich habe jetzt auch die absoluten 
K,,(p)-Werte der verschiedenen Temperaturen festgestellt; K,,¢p) fiir 
24 bis 25° ist 66, fiir 10° 136 (s. Tabelle I). Bei einer Temperatur- 
erhéhung um 15° zerfallt also doppelt soviel Phosphagen!. Die Milch- 
siurebildung dagegen ist in beiden Fallen gleich. Dementsprechend 
ist der Q,, pjz, fiir 30 bis 40 Einzelreize bei 25° 2,66, bei 10° 1,30. 

Bei tetanischer Reizung ist dagegen kein erheblicher Unterschied 
zwischen Milchsaiurebildung und Phosphagenzerfall, denn beide Male 
ist der Umsatz bei 5° gegeniiber 20° um etwa 50°, herabgesetzt (siehe 
Tabellen II und Ill). Hier ergibt sich Q, p,, bei Zimmertemperatur im 
Durchschnitt zu 1,88, bei 4 bis 5° zu 1,64. 


b) Vergleich von Frosch- und Krétenmuskel. 


Die Chronaxie und wohl auch die Kontraktionsdauer des Kréten- 
gastrocnemius ist dreimal so groB als die des Frosches. Bei Reizung 
mit Einzelschlagen ergibt sich der Phosphagenzerfall im Krétenmuske! 
erheblich geringer als der des Froschmuskels, bezogen auf gleiche 
Spannungsleistung; die Milchsdiurebildung zeigt dagegen genau den- 
selben izometrischen Koe‘fizienten. Der K,,;p)-Wert bei 24° ist fiir 
den Kritenmuskel 116, fiir den Frosch 66. Bei 6° ist der K,, ;p)-Wert 
der Kréte 188 (fiir den Frosch bei 10° gemessen 136). Der K,, ;p)-Wert 
bei dieser niedrigen Temperatur ist aber nur mit Vorbehalt zu ver- 
wenden, da der Krétenmuskel (Bufo agua) sich hier nicht mehr normal 
zu verhalten scheint. Der Q,, p)-Wert ist bei 24° im Krétenmuskel 1,52 
statt 2,66 beim Froschmuskel. 

Bei tetanischer Reizung des Krétenmuskels wird auch die Milch- 
saurebildung erheblich eingeschrankt. Sie ist bei Zimmertemperatur 
nur etwa halb so groB, wie die des Froschmuskels. Der K,(,)-Wert 
fiir einen 5 Sekunden langen Tetanus betragt 123 statt 60 (siehe 
Tabelle V). Der Phosphagenzerfall ist auf ein Drittel eingeschrankt. 
Der K,,;p)-Wert fiir einen 2 Sekunden langen Tetanus betriagt 47 
statt 15, fiir einen 5 Sekunden langen Tetanus 96 statt 32 (s. Tabelle VI). 
Infolgedessen ist der Phosphagen-Milchsaurequotient in beiden Fallen 
deutlich verringert. Beim 2-Sekunden-Tetanus betragt er 2,62 statt 4,0. 
beim 5-Sekunden-Tetanus 1,28 statt 1,88. Das verschiedene Verhalten 
von Kréten- und Froschmuskel wird auch in den Abb. 1 und 2 ver- 
anschaulicht. 

1 Die Ky p)-Werte in der letzten Mitteilung diirften etwas zu niedrig 
sein, da der Anfangsgehalt in den betreffenden Versuchen nicht gemessen 
ist, sondern mit 75° des direkt bestimmbaren Phosphats angesetzt wurde, 
was fiir die damalige Jahreszeit (Anfang Februar) etwas zu hoch sein diirfte. 
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In der gleichen Weise sind auch die Unterschiede zu deuten, die 
von O. Meyerhof bei dem Zerfall der Argininphosphorsaure in den 


verschiedenen Wirbellosen-Muskeln gefunden sind'. In dem quer- 
100, 
80 + Abb. 1. 


Phosphagenzerfall bei einem 2- und 
5-Sekunden-Tetanus im Froseh- und 





60 . : A : 
2 Krétengastrocnemius. Die Abszisse gibt 
& | ae . , . 
= | die Tetanusdauer in Sekunden, die 
RS 60} st , Ordinate die Grife des kK ,-Wertes an. 
: x Frosch. 
pa 5 fern 
or T 7 
j 
| | 





— > /e/anusdaver 


gestreiften raschen Adduktor von Pecten zerfiel sie bei der Reizung 

auBerordentlich schnell, schneller als bei der langsameren Krebsschere. 

Viel geringer war der Zerfall in den ganz tragen glatten Muskeln des 
100 100 


(209 7 
) Am, 


3 Abb. 2. 


Milchsiurebildung im Frosch- und Kriten- 
gastrocnemius bei isometrischer Reizung 
mit mehreren Tetani bei 20° und mit Einzel- 
a9 reizen. Die Rechtecke stellen die reziproken 
isometrischen Koeffizienten dar. Links bei 
tetanischer Reizung 100/K , rechts bei 
56 Einzelreizen 100/K. 
— , m(L). 
@ Frosch. & krite. 


0 


Sipunculus und der Holothurien. Allerdings waren diese Messungen 
fiir quantitative Versuche nicht geeignet. 


c) Wirkung der Nervendegeneration. 

Besonders durch klinische Beobachtungen ist bekannt, dab die 
Degeneration des motorischen Nerven zu verlangsamter ,,wurmartiger 
Kontraktion‘‘ des Muskels fiihrt. Hierbei hért die direkte Erregbarkeit 
durch Induktionsstréme lange vor derjenigen durch den konstanten 
Strom auf, die sogenannte Entartungsreaktion. Nach Lapicque ist 


! Archivio di Scienze Biologiche 12, 536, 1928. 
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die Chronaxie im Warmbliitermuskel 14 Tage nach Durchschneidung 
des Nerven nur unbedeutend vergréBert und beginnt erst nach 3 Woche: 
stirker anzusteigen, bis zu enorm hohen Werten. Bei Kaltbliiter 
muskeln ist der Anstieg noch etwas langsamer, beginnend nach etwa 
4 Wochen, und weniger groB. Bei der Untersuchung des Phosphagen 
zerfalls im Verhaltnis zur Arbeitsleistung findet man ebenfalls 14 Tag: 
nach der Nervendurchschneidung des Kaltbliitermuskels nur eine gering: 
Einschrankung (Tabelle VII, Versuch 2); nach 4 Wochen dagegen ist di: 
Einschriankung sehr groBb; der K,;,)-Wert fiir einen 5 Sekunden langen 
Tetanus ist verfiinffacht, 160 gegen normal 32. Die Milchsiurebildung 
bei 5 Sekunden langen Tetani ist aber nach dieser Zeit der Norm gegen 
iiber noch nicht verandert, da die Kontraktion noch nicht wesentlich ver 
langsamt ist. Der K,,;)-Wert ist 55, wie sonst bei indirekter Reizung 
Die direkte Reizung normaler Muskeln ergibt allerdings kleinere K,,,, 
Werte, die aber als Folge der Uberreizung aufzufassen sind und auf 
einer Nachbildung von Milchsiure beruhen'. Man darf annehmen 
daB mit der Degeneration des Nerven und der dabei erfolgenden Herab.- 
setzung der Erregbarkeit eine solche Uberreizung wegfallt (Versuche 
s. Tabelle VIII). Es ergibt sich danach ein Q, p;,-Wert von 0,35 statt 
normal 1,88, also eine fiinffache Verkleinerung. 

Ebenso konnten die K,,;p- und K,,:;)-Werte in einer gewissen 
Zahl von Fallen nach beiderseitiger Nervendegeneration bestimmt 
werden. Sowohl bei 8 bis 10° wie bei 24° war der Durchschnittswert 
des K,,(p, auf das Doppelte des normalen erhéht, wahrend der iso- 
metrische Koeffizient der Milchsiure unverandert blieb. Da bei den 
benutzten Degenerationszeiten (3 bis 5 Wochen) die Kontraktionsdauer 
noch nicht betrachtlich verlangert war, so stellen die Versuche mit 
Nervendegeneration in gewisser Weise einen Ubergang zu den Versuchen 
des naichsten Abschnitts dar. Der Vergleich des Zerfalls nach Nerven- 
degeneration und nach Curaresierung mittels Trimethyloctylammonium- 
jodid ergibt bei 5 Sekunden langen Tetani sowie Serien isometrischer 
Einzelzuckungen eine gleich starke Einschrankung des Phosphagen- 
zerfalls in beiden Fallen (Tabellen IX bis X1). 

Ubrigens ging bei beiderseitiger Durchschneidung der Nervi 
ischiadici ein groBer Teil der Frésche ein. Absolute Werte sind aber 
nur bei beiderseitiger Nervendegeneration zu erhalten, weil der Ruhe- 
gehalt des Phosphagens auf der degenerierten und nicht degenerierten 
Seite nicht genau iibereinstimmt. Es nimmt nimlich auch das Gesamt- 
phosphat im gelahmten Muskel ab, in héherem Grade als der Gewichts- 
verlust des Muskels. In der Tabelle IX, die mit nur einseitiger Ent- 
nervung durchgefiihrt ist, sind deshalb auch die Veraschungswerte 


1 O. Meyerhof und K. Lohmann, diese Zeitschr. 168, 128, 1926. 
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mitbestimmt worden. Der Gehalt an Gesamtphosphat und an direkt 
bestimmbarem Phosphat ist auf der gelihmten Seite meist um etwa 
10°, herabgesetzt. In den Tabellen VIII und XI sind die Versuche 
mit doppelseitiger Degeneration aer Nerven zusammengestellt. 


Il. Die Wirkung der curaresierenden Gifte. 

Lapicque hat der klassischen Theorie der Curarewirkung, wonach 
ein hypothetisches Gebilde zwischen Nerv und Muskel blockiert werden 
sollte, die andere entgegengestellt, da der ,,Isochronismus** von Nery 
und Muskel dadurch beseitigt wird. Curare selbst und die typischen 
curareartigen Substanzen sollen die Chronaxie des Muskels verlaingern 
und die des Nerven unverindert lassen; der vom Nerv kommende 
Impuls reicht dann sozusagen nicht mehr in seiner Dauer aus, um den 
Muskel zu erregen. Die Stérung des Isochronismus kann_prinzipiell 
auf verschiedene Weise méglich sein, entweder so, daB der Zeitwert 
des Nerven unverandert bleibt, dagegen sich der des Muskels ver- 
langert oder verkiirzt, oder so, daB der Zeitwert des Muskels unverindert 
bleibt und sich der des Nerven verlingert oder verkiirzt; ferner sind 
auch gleichzeitige entgegengesetzte Verinderungen beider Organe 
denkbar. In allen diesen Fallen soll nach Lapicque eine Curaresierung 
auftreten. Mehrere dieser Fille sind realisierbar. AuBer Curare wirkt 
nach Lapicque auch Spartein curaresierend durch VergréBerung der 
Chronaxie des Muskels bei unverandertem Erregungsverlauf im Nerven, 
dagegen Veratrin umgekehrt durch Verkiirzung der Chronaxie des 
Muskels bei unverandertem Verhalten des Nerven, und Strychnin durch 
Verkiirzung der Chronaxie des Nerven und unverandertem Zeitwert 
des Muskels. In der Tat zeigt sich nun bei der Curaresierung des Muskels 
mit diesen Substanzen ein vollkommener Parallelismus zwischen der 
von Lapicque angegebenen Chronaxie und der GréBe des Phosphagen- 
zerfalls. Dabei wurden neben dem Curare auch die ebenso wirkenden 
quaternaren Ammoniumsalze ausfiithrlich untersucht. 


A. Hemmung des Phosphagenzerjalls durch Curarin, Ammoniumbasen und 
Spartein. 

Bereits friiher wurde von mir beschrieben, dab durch Curare der 
Phosphagenzerfall eingeschrankt wird. Von besonderer Bedeutung 
ist die Angabe Lapicques, daB bei Vergiftung bis gerade zur 
Aufhebung der indirekten Erregbarkeit die Chronaxie des Muskels 
etwa das Zwei- bis Dreifache betrigt, daB sie aber bei lingerer Dauer 
der Vergiftung und bei gréReren Curaredosen auBerordentlich ansteigt. 
Ich habe deshalb untersucht, ob die Einschrinkung des Phosphagen- 


zerfalls ebenfalls mit langerer Einwirkung oder starkerer Konzentration 
der Curaresubstanz zunimmt. Dies ist, wie aus Tabellen XII und XIII 
hervorgeht, in der Tat der Fall. Fiir die Versuche diente reinstes Curarin, 
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ein Originalpraparat von A. Bohm, das mir freundlicherweise Her 
Professor Gros, Leipzig, fiir die Versuche iiberlieB. Die kleineren Curarin 
mengen, 0,1 mg pro 30 bis 40 g Frosch, entsprechen etwa der zehnfache) 
Normaldosis. Der K,-Wert bei einem 2-Sekunden-Tetanus, der norma| 
durchschnittlich 15 betragt, wird bereits verdoppelt (Durchschnitt 39) 
mit der 30fachen Menge (3.0 mg Curarin pro Gramm Frosch) findet 
man nochmals eine Verdoppelung des K,-Wertes (Durchschnitt 71): 
beim Tetanus von 5 Sekunden, wo der normale Wert 32 betragt, wir« 
er durch 0,1 mg Curarin auf 70 vergr6éBert, durch 3,0 mg durchschnittlich 
bis auf 106. Abb. 3 veranschaulicht die Progressivitaét der Wirkung 




















120 
Abb. 3. 

100 | Pie . it - 
Progressivitét der Curarinwirkung. Ein- 
schrinkung des Phosphagenzerfalls bei 

80 einem 2- und 5-Sekunden-Tetanus bei 
verschieden starker und langer Curarin- 

t wirkung. 
3 o- Abszisse: Tetanusdauer in Sekunden. 
A } Ordinate: A,-Werte. 
* 40 - x < normaler Muskel. 
| | O-—O 0,1 mg Curarin und 
kurze Einwirkungsdauer. 
4 @——e 3.0 mg Curarin u. lingere 
| ‘ Einwirkungsdauer. 
samme nema” 


—-> /efanusdqver 


Weniger stark, aber immerhin auch deutlich, ist die VergréBerung 
der K,,(p-Werte durch hohe Curaredosen. Zum Vergleich mit den 
K,,-Werten normaler Gastrocnemien wurden auch diese Versuche bei 10° 
und 25° durchgefiihrt. Der Ky py Wert fiir 30 Einzelreize (mit 5 Se- 
kunden Abstanden) ist bei 25° 106 (normal 66), bei 10° 196 (normal 136) 
(s. Tabelle XIV). Die Reizung erfolgte in allen Fallen in Stickstoff. 
Die K,,-Werte bei hochgradiger Curaresierung sind also etwa so wie die 
normalen Werte beim Kritenmuskel. Dabei ist aber auch bei so starker 
Curaresierung kaum eine wesentliche Verlangerung der Zuckungsdauer 
eingetreten. 

Wie schon in einer vorliiufigen Mitteilung in den Naturwissenschaften 
berichtet!, ist diese Einschrankung des Zerfalls noch viel starker bei 
der Vorbehandlung der Muskeln mit quaternaren Ammoniumbasen, 
deren curareartige Wirkung schon lange bekannt ist. Tabelle XV 
zeigt die Hemmung des Zerfalls nach Einlegen der Muskein in Tetra- 
methylammoniumchlorid. Nach einem 5-Sekunden-Tetanus ist nur 
auBerordentlich wenig zerfallen (Tabelle XVa), verhailtnismaBig etwas 


1 O. Meyerhof und D. Nachmansohn, Naturw. 16, 726, 1928. 
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mehr nach zwei und mehr Tetani (Tabellen XVb, c, d). Dabei ist aber 
die Menge des zerfallenden Phosphagens, das sich unmittelbar nach 
der Erschlaffung anaerob  resynthetisiert, verhaltnismabig hoher. 
Sie betragt etwa zwei Drittel des iiberhaupt zerfallenen (s. Tabelle XVI). 

Um festzustellen, ob bei eingeschrinktem Zerfall dieser reversible 
Teil der Phosphagenspaltung auch sonst relativ erhéht ist, habe ich 
die anaerobe Resynthese auch im unvergifteten Krétenmuskel unter- 
sucht. In der Tat lat sich auch hier eine relative VergréBerung der 
anaeroben Resynthese gegeniiber dem Froschmuskel feststellen (siehe 
Tabelle XVII). Sie betrigt etwa 0.12 mg gegeniiber 0.26 mg pro Gramm 
Muskel beim Frosch, etwa 45°, statt 33°,. Jedoch mul diese 
Frage in quantitativer Richtung noch weiter untersucht werden. 

Das Tetramethylammoniumchlorid ist nicht besonders gut fiir 
diese Versuche geeignet, weil es Kontrakturen erzeugt. Schon nach 
15 bis 20 Minuten Einwirkungszeit ist der Phosphagengehalt von 
75°, auf 50 bis 60°, abgefallen. Auch in schwiacheren Lésungen sinkt 
der Anfangsgehalt und die hemmende Wirkung wird obendrein ver- 
kleinert. 

Dagegen eignet sich besonders gut Trimethyloctylammoniumjodid, 
das keine Kontrakturen erzeugt, so daB selbst nach mehrstiindiger Ein- 





Abb. 4. . 
Spannungsentwicklung in zwei Tetani von 5Sek. nach maximaler Wirkung von 
Trimethyloctvlammoniumjodid. Reizfrequenz 30 pro Sekunde.  Injiziert 40 mg 
Einwirkungsdauer 2' 4 Stunden. (Die Spannungsentwicklung bleibt wihrend 
der Tetani konstant.) 


wirkung unter den notwendigen Kautelen kein Abfall des Anfangsgehalts 
an Phosphagen eintritt. Giinstiger noch als das Einlegen des aus- 
geschnittenen Muskels in sauerstoffgesattigte Lésung ist das Einspritzen 
der Lésung in den Lymphsack des Frosches (Versuche Tabelle XX). Man 
und K,-Werte, 


also die starkste Einschrinkung des Phosphagenzerfalls ohne Beein- 


erhalt so die bisher gréBten von mir beobachteten K,,- 
trichtigung der Arbeitsleistung. Auch hier ist die Einschrankung 
beim ersten Tetanus verhaltnismaig noch gréber als bei den folgenden. 
Wie die Abb. 4 zeigt, bleibt die Spannungsentwicklung wahrend der 
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ganzen Dauer des Tetanus auf derselben Hohe (Reizfrequenz 30). 
Dagegen kann es bei Einlegen der Muskeln in die Ammoniumsalz 
Jésung, statt Kinspritzung derselben in das lebende Tier, zu einem 
starken Spannungsabfall im Verlauf des Tetanus kommen. 

In Tabelle XVIII ist der Zeitkoeffizient fiir 5 Sekunden lang 
Tetani, und zwar fiir eine verschiedene Zahl derselben (a bis d) wieder- 
gegeben, nach Einlegen der Muskeln in die Ammoniumsalzlésung. 
In Tabelle XIX ist dasselbe fiir Einzelzuckungen geschehen. Man 
sieht auch hier, daB die K-Werte mit zunehmender Zahl der Zuckungen 
eher absinken als ansteigen. Allerdings ist dieses Absinken geringer, 
wenn die Reizintervalle verlangert werden, und dies hangt vermutlich 
mit der Dauer der Resynthese des Phosphagens zusammen, die nach 


700 
Amp) . 
23 -25° 8-0° Abb. 5. 
a es Zerfallsgrife des Phosphagens bei iso- 
metrischer Reizung mit 30 bis 40 Einzel- 
schligen bei 23 bis 25° und 8 bis 10°. 
Die Rechtecke stellen die reziproken 
isometrischen Koeffizienten dar: 
(100/ Fm (P))- 
@ Frosch, normal (2) 
& Krite, normal (3). 


Frosch vorbehandelt. 

Veratrin (1), Curare (4), Nerven- 

degeneration (5), Trimethyloctyl- 
ammoniumjodid (6). 





7123456 





5 Sekunden noch nicht abgeschlossen ist. Tabellen XX bis XXIII 
enthalten die Versuche nach Einspritzen von Trimethyloctylammonium- 
jodid. Dabei sind in der Tabelle XX die Dauer der Einwirkung und 
die eingespritzte Menge des Ammoniumsalzes variiert. Wahrend bei 
30 Minuten langer bis 1!4stiindiger Einwirkung K,-Werte von 100 
erhalten werden, betragen sie bei zwei- bis vierstiindiger Einwirkung 
200 bis 300. In Tabelle X XI ist die Zahl der Tetani variiert. Danach 
bleibt hier der K,-Wert nahezu konstant, wie bei Curare. Die stirkste 
Kinwirkung erhilt man bei Einspritzung von 30 bis 50 mg in den 
Lymphsack mittelgroBer Frésche und einer Einwirkungsdauer von 
etwa 3 Stunden. Dariiber hinaus tritt bereits eine Schidigung der 
Arbeitsleistung ein. Der K,,(p-Wert fiir 30 Zuckungen betragt bei 
24 bis 25° 155 (statt 66), bei 6° 301 (normal 136) (vgl. Tabelle X XIII). 
Die Einschrinkung des Zerfalls ist danach noch mindestens 50°, 
gréBer als bei Curare. Dab die Milchsaurebildung durch Trimethyl- 
octylammoniumjodid nicht beeinfluBt wird, ergibt sich aus den 
Tabellen XXIV und XXV.- K,,;) ist genau ebenso wie ohne Ver- 
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giftung, bei 20° (Zimmertemperatur) 40 bis 50, bei 4 bis 5° 90. Die 
Milchsiurebildung im Tetanus ist also nicht im geringsten gegen die 
Norm verandert. 

Von anderen quaterniren Ammoniumsalzen wurde noch Tri- 
aithyloctylammoniumjodid untersucht unter Einlegen des Muskels in 
die Lésung. Die Wirkung entsprach der von mittleren Curaredosen 
und war schwacher als die des Trimethyloctylsalzes (Versuche 
Tabelle XXVI). 

Verschiedene quaternire Ammoniumsalze wurden mir von Herrn 
Professor Kiilz in Kiel iiberlassen, dem ich hierfiir meinen besten Dank 
sage. Ebenso bin ich Herrn Professor Schéller in Firma Schering- 
Kahlbaum zu Dank verpflichtet, der mir Octylamin eigens fiir diese 


Pp 
23-25° bm 7 8-10° Abb. 6, 

Zerfallsgréte des Phosphagens im Ver 
hiltnis zur Milchsiurebildung bei 30 bis 
40 Einzelreizen, bei 28 bis 25° und 
8 bis 10°. Die Q, piz-Werte sind durch 
Division der isometrischen Koeffizienten 
des Phosphagens und der Milchsiure 


= Km i)! Km py erhalten. 


@® Frosch, normal (2). 


4 & kKrite, hormal (3). 


Frosch, vorbehandelt. 
Veratrin (1), Curare (4), Nerven- 
degeneration (5), Trimethyloctyl- 


ammoniumjodid (6). 
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Versuche herstellen lie’. Aus diesem habe ich mir Trimethyloctyl- 
ammoniumjodid nach den Angaben von MW. Mugdan' hergestellt. 

AuBer durch Curare wird die Chronaxie des Muskels auch durch 
Spartein vergréBert. Auch hier findet man eine entsprechende sehr 
erhebliche Einschrinkung des Phosphagenzerfalls. Die Aufhebung der 
indirekten Erregbarkeit tritt erst mehrere Stunden nach der Ein- 
spritzung von Spartein in den Frosch ein. Meist ist dann die Arbeits- 
* arena Muskels etwas beeintriachtigt. Benutzt wurde mit Bicarbonat 
neutralisiertes Sparteinsulfat (Firma Merck) in 1°,iger Losung (Ver- 
suche Tabelle X XVII). 


B. Beschleunigung des Phosphagenzerfalls durch Veratrin. 

Als einzige Substanz, die die Muskelchronaxie verkleinert, gibt 
Lapicque Veratrin an. Dies beschleunigt nun den Zerfall des Phosphagens 
sehr erheblich. Einwandfreier als bei tetanischer Reizung laBt sich 
dies bei isometrischen Einzelzuckungen zeigen. Wie aus Tabelle XXVIII 


1 Liebigs Ann. 298, 145, 1897. 
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hervorgeht, ist der Zerfall in den mit Veratrin behandelten Muskeln 
bei 30 Einzelschlagen gegeniiber dem normalen fast verdoppelt. Mit 
zunehmender Hubzahl verkleinert sich der Unterschied. Die Ein 
wirkung darf nicht zu lange dauern, da sonst der Anfangsgehalt absinkt 
und der Muskel geschadigt wird. Die Versuchstiere wurden 20 Minuten 
nach Einspritzung von Veratrin getétet, nach weiteren 10 Minuten 
war der Versuch beendet und der Muskel wurde verarbeitet. Nach 
Lapicque ist die Chronaxie nach 20 bis 30 Minuten etwa um die Halfte 
verkleinert. Eine St6érung durch die Veratrinkontraktur war bei den 
anaerob ausgefiihrten Versuchen nicht vorhanden, da hdéchstens die 
ersten beiden Zuckungen eine Nachkontraktur erkennen lieBen. Immer 











- 
700 
Aa (P) 
40 Abb. 7. 
Zerfallsgrifte des Phosphagens bei iso- 
metrischen Tetani von 5 Sekunden bei 
Zimmertemperatur. Die Rechtecke 
stellen die  reziproken Werte der 
30 + Zeitkoeffizienten des Phosphagens 
100/ AK, (py dar 
@® Frosch, normal (3). 
& Kriéte, normal (6) 
Frosch, vorhehandelt. 

20 + Veratrin (1), Strvehnin (2), Curarin, 
sechwache Dosis (4), Trimethyloetyl- 
ammoniumjodjd (5), Curarin, starke 
Dosis (7) Trimethyloctvlammonium- 
jodid eingelegt (8), Spartein (9), Nerven- 

40 > degeneration 28 Tage (10), Trimethyl- 
octvlammoniumjodid eingespritzt (11). 

eal 
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hin kénnte man das Bedenken haben, da auch in den spiiteren Kon- 
traktionen eine gewisse Nachkontraktur auftritt und den erhéhten 
Phosphagenzerfall bedingt. Bei dieser Nachkontraktur wird ja, wie 
Hartree und Hill fanden, eine erhebliche, der tetanischen ganz ‘aqui- 
valente Menge Milchsiure gebildet!. Infolgedessen wurde besonders 
sorgfaltig gepriift, ob der isometrische Koeffizient der Milchsiure unter 
den eingehaltenen Versuchsbedingungen verkleinert ist. Der K,,;,)- 
Wert war bei 30 Einzelzuckungen nur ganz unwesentlich verkleinert, 
163 statt 176, wobei noch zu bemerken ist, dab die normalen K,,-Werte 


? Journ, of Physiol. 56, 294, 1922. 
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hier ungewohnlich groB sind, was vielleicht zum Teil mit der geringen 
Zahl von Zuckungen zusammenhingt, zum Teil aber auch auf zu- 
filligen jahreszeitlichen Schwankungen beruhen kann (s. Tabelle X XIX). 
Das benutzte Veratrin Merck wurde in etwa 3 bis 4cem n/10 Schwefel- 
siiure gelést und dann mit Bicarbonat neutralisiert. | cem einer 0,2 ° ,igen 


Lisung wurde in den Lymphsack eingespritzt. 





, f (Zimmertemp) 
2"Tetanns $5" Tefanns Sbb. 8 
_ — oe 
4 Umsatzgrove des Phosphagens bei einem 
2-Sek. und 5-Sek.-Tetanus im Verhiiltnis 
zur Milchsiurebildung. Die Q, p),-Werte 
3 sind durch Division der isometrischen 
Zeitkoeffizienten des Phosphagens und 
der Milchsiure A,,7)/Kz,p) erhalten. 
2 @ Froeseh, normal (1) 
8B krite, normal (2) 
Frosch, vorbehandelt. 
’ Curare (3), Nervendegeneration (4) 
rrimethyloctvlammoniumjodid (5) 
0 


723 7 45 


C. Wirkung des Strychnins. 


Strychnin wirkt nach Lapicque curaresierend dadurch, dah es 
die Chronaxie des Nerven verkleinert, ohne die des Muskels zu iindern. 
Tatsichlich zeigt Tabelle XXX, dab die A,-Werte bei 5 Sekunden 
langen Tetani normal sind. Wird das Strychnin dem Frosch cingespritzt, 
so sinkt infolge der Streckkriimpfe der Anfangsgehalt des Phosphagens 
sehr stark ab. Dafiir ist aber die Arbeitsleistung des Muskels weniger 
geschidigt. Die Versuche 2 bis 6 sind nach Einlegen, die Versuche 7 
und 8 nach Einspritzung ausgefiihrt. Der durchschnittliche A, -Wert 
von 30 entspricht der Norm. 


Diskussion. 

Das allgemeine Ergebnis der vorliegenden Arbeit ist in den folgenden 
drei Ubersichten dargestellt. Auf der ersten ist nach H. Frédéricq! 
die Chronaxie und die Dauer der Kontraktion angegeben und gleich- 
zeitig der Phosphagengehalt. teils nach eigenen Messungen, teils nach 
denen von P. und G. P. Eggleton. Aus dieser ist nur zu ersehen, dai 
im allgemeinen der Phosphagengehalt schon cinen gewissen Parallelismus 
zur Grobe der Chronaxie erkennen 1aBt. 


1 H. Frédéricg, Physiol. Rev. 8, 501, 1928. 
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Ubersicht A. 





Dauer Phosphagen 
Tier Muskel Chronaxie der Kontraktion P, O5-Gehalt 
Sek. mg pro g 
Frosch . . Gastrocnemius 0,3 0.1 1,3—1,5 
‘ ae Soleus sian 7 
Krote. .. Gastrocnemius 09 langsamer als 0,8—1,0 
beim Frosch 
Schildkréte Extensoren und 1,2 1,0 0,4 * 


Flexoren des 
Oberschenkels 
Frosch . . Magen 100 15—20 0 * 


* Nach P. und G, P. Eggleton, 


In den beiden folgenden Ubersichten B und © sind auf Grund de1 
hier mitgeteilten Versuche die Phosphagen-Milchsiurequotienten aus 
den verschiedenen im Anhang zusammengestellten Tabellen  aus- 
gerechnet. Wenn man das darin ausgebreitete Zahlenmaterial tiber- 
blickt, so erkennt man zunichst gewisse von jeder Theorie unabhiangige 
GesetzmaBigkeiten tiber die GréBe des Phosphagenzerfalls im Vergleich 
zur Spannungsleistung: Der Zerfall steht zwar unter festgelegten 
Versuchsbedingungen mit dieser Spannungsleistung in Beziehung,. 
jedoch besteht keine Proportionalitat, auch nicht in denjenigen Fallen, 
wo eine solche Proportionalitat zwischen Spannung und Milchsaure- 
bildung vorliegt. Dies letztere ist weitgehend bei isometrischen Einzel- 
zuckungen der Fall, abgesehen von starker Ermiidung, wo der Koeffizient 
sinkt. Ebenso ist der K,-Wert der Milchsaure fiir konstante Tem- 
peratur fiir eine nicht zu lange Serie von 2- oder 5-Sekunden-Tetani 
wenig gegeniiber einem 2- oder 5-Sekunden-Tetanus verindert, auch 
bei verschiedener Dauer der Tetani bis zu 10 Sekunden. Dagegen ist 
dieser K,(,-Wert bei verschiedener Temperatur und auch sonst bei 
verschieden rasch reagierenden Muskeln nicht mehr konstant, sondern 
die fiir die Aufrechterhaltung der Spannung nétige Milchsauremenge 
und entsprechende Energieproduktion ist geringer bei Verlangerung 
der Dauer der sich summierenden einzelnen Zuckungen. Die Grobe 
des Phosphagenzerfalls andert sich aber bei Tetani und Einzelzuckungen 
in gleicher Weise mit der Geschwindigkeit der Kontraktion (von den 
curareartigen Substanzen zunichst abgesehen). Dies ist schon sehr 
deutlich bei der Ermiidung, im stirksten Grade bei aufeinander- 
folgenden Tetani, und gilt, gleichviel, ob man den Zerfall auf den Zustand 
withrend des Tetanus oder auf den des wieder erschlafften Muskels 
bezieht. Quantitativ stimmen allerdings beide Berechnungsarten 
nicht iiberein, denn in denjenigen Fillen, wo eine Einschrinkung des 
Zerfalis stattfindet, ist sie gréBer. wenn man sie auf den wieder er- 
schlafften Muskel bezieht, indem der relative Umfang der anaeroben 
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Ubersicht B. 
Koetfizienten der Milchséure und des Phosphagens 
fiir isometrische Einzelzuckungen. 





30 bis 40 Mehr als 40 Einzel 
Tierart bzw. Einzelreize reize 
einwirkende t Qm PIL t lmPl 
Substar ‘ ; . . 

: a oc Km P) km(1) per Kn P) Km(L) 
Frosch, 25 66 176 2.66 Zimmer- S88 125 140 1.12 
normal 10 136 130 temperatur 325 375 0.38 
Krite 24 116 si. 

: > ~ ( — 0 
normal 6 188 176 0.94 l4 
Muskel nach 24 140 176 1.26 = aa 
Nervendegen. 10 245 0.72 

Curare 24 106 176 1,66 Zimmer- 275 200 140 0.70 

(stark) 10 = 196 0,90 temperatur 285 230° 061 
Trimethyfocty 24 | 155 | ize 114 Zimmer- 60 | 262 | 14, O64 
conv odid _ 10-301 0.58  temperatur 150 275 051 
oalt 
Veratrin 10 68 163 240 ~ 


Ubersicht C. 
Koeffizienten der Milchséiure und des Phosphagens fiir Tetani. 





Tierart bzw. 2" Tetanus 5° Tetanus 

einwirkende t ¢ . Q:pPll t : . QP! | 
Substanz K.( p) K.(7.) Ke py Kz(1) 
Frosch, Zimmer- . . Zimmertemp. 32 60 1.88 

15 60 40 a * . 

normal, temperatur 4—ho 62 , 102 1,64 
Kroéte, Zimmer- 47 123 262 96 | 123 1.28 
normal tem peratur 

Frosch mit : ia ae 

degen. Nerv j 160 | 55 || O85 

Curare Zimmer- 71 70 0.99 106 70 0.66 
(stark ) temperatur ‘ 


Trimethyloctyl- 


Ziminertemperatur 





ammonium- — 271 60 0,22 
jodid 
Triathyloctyl- 
ammonium- — 6) — 
jodid 
Spartein - 127 
Strychnin 30,5 
fesynthese mit Verringerung des absoluten Zerfalls steigt. Knt- 


sprechende Unterschiede finden wir bei Einzelzuckungen bei ver- 
schiedener Temperatur, bei Vergleich des Gastrocnemius des Frosches 


und der Kréte, sowie nach Nervendegeneration. Indes bedeutet dieser 
Parallelismus von ZerfallsgréBe und Geschwindigkeit keineswegs eine 
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genaue Proportionalitat beider GréBen; z. B. ist die Verlangsamung 
der Kontraktion bei einem dritten oder vierten Tetanus von 2 Sekunden 
Dauer bei 20° noch nicht so groBb, wie beim ersten Tetanus von 4° 
Dabei ist aber im letzteren Falle das Verhiltnis von Milchsiiure zu 
Phosphagen nur ganz unwesentlich verschoben, im ersteren Falle ums 
Mehrfache. Die Einschrinkung des Zerfalls ist bei zunehmender Er- 
miidung gréBer, als sich aus der Verlangsamung der Kontraktion ergibt 
sei es nun, dab man die Kontraktionsgeschwindigkeit selbst oder dic 
Chronaxie zum Vergleich waihlt. Auch hier wird aber offenbar diese 
Diskrepanz geringer, wenn man den Zustand auf der Hohe des Tetanus 
in Betracht zieht. Denn aus den Versuchen der vorigen Arbeit scheint 
hervorzugehen, dai der relative Umfang der Resynthese auch bei der 
Ermiidung anwiichst, ebenso wie sonst bei absoluter Einschriinkung 
des Zerfalls. 

Das zweite auf den ersten Blick unabhingige Tatsachengebiet 
ist das der curareartigen Substanzen. Diese schrinken unter allen 
Umstianden den Phosphagenzerfall ein, vom Moment der Aufhebung 
der indirekten Erregbarkeit an. Besonders wichtig ist hierbei, dal 
der K,,,;)-Wert bei tetanischer Kontraktion nicht verandert ist, was 
neben der direkten Messung der Kontraktionsdauer einzelner Zuckungen 
beweist, daB bei der Curaresierung keine wesentliche Verlingerung 
der Kontraktion im Spiele ist. Die beobachtete Einschrankung des 
Phosphagenzerfalls bei Curare und den Ammoniumbasen wurde von 
uns in einer vorlaufigen Mitteilung unmittelbar auf die Aufhebung 
der indirekten Erregbarkeit bezogen!. Das konnte um so eher geschehen 
als auch bei der Nervendegeneration sich das Verhaltnis von Phos- 
phagenzerfall zur Milchsiurebildung in genau der gleichen Richtung 
und in gleichem Umfang verschiebt. Die Kreatinphosphorsiure kénnte 
man dann als eine zwischen die Nervenerregung und die Kontraktion 
eingeschobene Substanz auffassen, etwa als die rezeptive Substanz 
Langleys, deren Zerfall den Nervenreiz ahnlich auf die kontraktik 
Substanz iibertragen kénnte, wie etwa der Vagusstoff in den bekannten 


Versuchen Loewis die Vaguswirkung auf die Herzmuskeln. Auch der 


Umstand, daB direkte und indirekte Reizung im unvergifteten Muske! 
den gleichen Zerfall bewirken, widerspriche dieser Deutung nicht, da 
ja bei eben maximaler Reizung hier stets auf dem Wege iiber die Nerven- 
endigungen gereizt wird. Es liegt aber naher, eine gemeinsame Erklarung 
fiir die beiden zunachst getrennten Erscheinungsgebiete zu suchen, 
nimlich fiir die Abhangigkeit der Zerfallsgr6Be von der Kontraktions- 
geschwindigkeit in den erstgenannten Versuchen, von der Aufhebung 
der Nervenerregung in den letzteren. Das beiden Gemeinsame ist 


1 O. Meyerhof und D. Nachmansohn, Naturw. 16, 726, 1928. 
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nun der Zusemmenhang mit der in der Chronaxie gemessenen Dauer 
der Erregung. Unzweifelhaft spricht zugunsten der Lapicqueschen 
Auffassung der Curarewirkung, daB eine so starke Beeinflussung des 
Muskelstoffwechsels, wie sie bei der Einschrankung des Phosphagen- 
zerfalls zutage tritt, nicht durch eine auf die Nervenendigungen be- 
schrankte Wirkung des Curare erklart werden kann. Auch ist dann 
nicht einzusehen, warum nach Aufhebung der indirekten Erregbarkeit 
mit zunehmender Dauer und Starke der Curaresierung die Einschrinkung 
des Phosphagenzerfalls weiter zunimmt. Besonders beweisend aber 
sind die genau im Sinne Lapicques verlaufenden Versuche mit Strychnin 
und Veratrin. Denn tatsachlich erhéht Veratrin den Zerfall und 
Strychnin ist ohne EinfluB, wie es dem Verhalten der Chronaxie ent- 
spricht, und trotzdem rufen beide Substanzen den Curareeffekt hervor. 

Es erhob sich nun die Frage, ob diese Regel auch fiir die Ammonium- 
basen zutrifft, tiber deren Einwirkung auf die Muskelchronaxie bisher 
nichts veréffentlicht worden ist. Um dies zu entscheiden, habe ich im 
Physiologischen Institut von Professor Lapicque' in Paris eine Reihe 
von Chronaxiemessungen ausgefiihrt, wobei unter Einhaltung der 
Bedingungen meiner Phosphagenversuche die Muskelchronaxie ge- 
messen wurde: a) unter normalen Bedingungen; b) nach Einspritzung 
maximaler Dosen des von mir benutzten Curare; c) nach Einspritzung 
maximaler Dosen von Trimethyloctylammoniumjodid; d) nach Ein- 
spritzung von hoch wirksamem Curare dus den Bestiinden des Pariser 
Instituts (Kondensatorenmethode, Zimmertemperatur). Ich erhielt im 
Durchschnitt von 20 Messungen an normalen Muskeln einen Chronaxie- 
wert von 0,37 6, in acht Messungen mit meinem Curarepraparat 1,6 6, 
in sechs Messungen mit dem Ammoniumsalz 11,3 6, in zehn Versuchen 
mit dem Pariser Curare 5,1 6. Es folgt somit, daB das Ammoniumsalz 
die Chronaxie bei meiner Versuchsanordnung um etwa das 30fache 
erhéht, das von mir benutzte Curare ums 4fache, das Pariser Curare- 
priparat ums 14fache. Da das Ergebnis hinsichtlich der Stellung des 
Ammoniumsalzes ganz genau seiner Wirkung auf den Phosphagen- 
zerfall entspricht, habe ich nachtraglich noch einige vergleichende 
Bestimmungen des Zerfalls mit dem Pariser Curare ausgefiihrt. In 
der Tat war die Einschrinkung des Phosphagenzerfalls bei genau 
gleicher, Dosierung hier erheblich gréBer als mit meinem bisherigen 
Curarepriparat und kleiner als mit dem Ammoniumsalz, in volliger 
Ubereinstimmung mit dem Verhalten der Chronaxie. Allerdings wird 
die quantitative Auswertung der beiden Curarepraparate gegeneinander 


1 Herrn Professor Lapicque danke ich fiir die gastliche Aufnahme in 
seinem Institut und die Unterweisung in der Anstellung der Chronaxie- 
messungen. Ebenso danke ich Herrn Professor F. H. Lewy fiir die De- 
monstration seines Apparates zur Chronaxiemessung. 





Pe Oe ae ee 


LEN ea 


280 D. Nachmansohn : 


dadurch beeintrachtigt, daB durch sehr starke Desierung der Kreislauf 
beeintrachtigt und infolgedessen der Anfangsgehalt der Muskeln an 
Kreatinphosphorsaiure stark herabgesetzt wird, wihrend der Anfangs- 
gehalt¢ durch das Ammoniumsalz gar nicht beeinfluBt wird. Ein genauei 
quantitativer Vergleich des Zerfalls setzt aber gleichen Anfangsgehalt 
an Phosphagen voraus. Gleichwohl ist in diesen Ergebnissen eine 
unerwartet gute Bestatigung des Zusammenhangs von Phosphagen- 
zerfall und Erregungsgeschwindigkeit zu erblicken. 

Fraglich erscheint allerdings, ob die Einschrinkung des Zerfalls 
quantitativ mit der Verlingerung der Chronaxie iibereinstimmt, wie 
immer man die ZerfallsgréBe berechnet. Vor allem ist bemerkenswert, 
daB die Einschrankung des Zerfalls bei der Curaresierung und Nerven- 
degeneration, ebenso auch bei hochgradiger Ermiidung, im Tetanus 
relativ viel gréBer ist als bei Einzelzuckungen, sowohl wenn man die 
K-Werte, wie wenn man die Phosphagen-Milchsaéurequotienten beriick- 
sichtigt. Die Chronaxie bietet hierzu keine Analcgie. 


Zusammenfassung. 


In der Arbeit wird gezeigt, daB die GréBe des Zerfalls der Kreatin- 
phosphorsaure, bezogen auf gleiche Spannungsleistung, parallel geht 
der in der Chronaxie gemessenen Geschwindigkeit des Erregungs- 
prozesses. Dies wird bewiesen durch das Verhalten des Muskels bei 
Tetani und bei Einzelzuckungen im Vergleich zur Milchsaurebildung 
unter gleichen Umstanden. 

Die verschiedenen Vergleichsserien betreffen den EinfluB der 
Temperatur, den EinfluB der Ermiidung, Vergleich des Gastrocnemius 
von Frosch und Kréte, EinfluB der Nervendegeneration, Einflu8 der 
Curaresierung. Speziell im letzteren Falle ergibt sich, daB genau pro- 
portional zur Erregungsgeschwindigkeit Veratrin den Zerfall erhéht, 
Strychnin ihn unverandert 14Bt, Curare, Spartein und die Ammonium- 
basen ihn stark verringern. Weiterhin zeigt sich, daB die Kinschrankung 
des Zerfalls mit langerer Einwirkungszeit und gréBeren Dosen iiber 
die lahmende Grenzkonzentration hinaus stark zunimmt, und da die 
Ammoniumbase Trimethyloctylammoniumjodid den Zerfall am starksten 
einschrankt, auch noch starker als Curare. Die Priifung der Chronaxie 
ergibt im Zusammenhang hiermit, da genau entsprechend die Chron- 
axie durch das Ammoniumsalz noch starker verlangert wird als durch 
Curare. Die Kontraktionsgeschwindigkeit andert sich in den erst- 
genannten Fallen gleichsinnig mit der Erregungsgeschwindigkeit. 
Unter der Einwirkung der curaresierenden Substanzen tritt jedoch 
nur eine auBerst geringfiigige Anderung ein, so daB allein die Erregungs- 
geschwindigkeit einen durchgingigen Parallelismus zur ZerfallsgréBe 
des Phosphagens liefert. 
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Tabelle I. 
Isometrischer Koeffizient des Phosphagenzerfalls (K,,;p)) bei verschiedener 
Temperatur. Reizung mit 30 Einzelschligen in 5 Sekunden Abstand. 


Rana temporaria. R.-A. 6 bis 8 cm. 
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Versuchs- Muskel F205 Phosphagen P,0, Abge 
——— —-- direkt ———— . % 
ae Spannung oe spalte , 
Nr. Datum wieht Linge ih Sa aan mg %p Hy PO, Km(P) 
1929 g em kg mg mg 
a) Bei 19°. 
— 1,67 1,11 66,5 _ 
f . 2 2 poe nig 27: : 
1 15. 1V 0,84 8 12,8 167 0,91 545 0,275 1380 
ie aaa : 1,08 0,76 70 
9 9 . 
2 17.1IV. | 0,58 | 2,6 10,8 108 | 062 57 0,19 148 
. e nr r ‘ 1,29 0,86 66,5 - 
¢ ' 9 ’ ; 9 av 
3 es 0,675 = 2,7 10,3 1135 071 53 0,21 132 
Durchschnitt : 136 
b) Bei 24°. 
- 7 1,54 0,92 60 - ” 
2 2) ’ ”» 
4 3. 1V 0,795 9 16,5 145 0.44 30 0,66 = 
— p ae 1,64 0,86 52,5 . 
95 ‘ ¢ ; a, > 
5 23. IV. 0,85 2,9 13,6 150 0:38 25 0,66 60 
‘ E 2,40 1,60 67 . 
6 24. 1V 1,18 3,1 18,0 998 0.94 41 0,91 61 
ji ; a ar ‘ 1,94 1,14 59 aur - 
9 2 ‘ QAP ° 
7 24. 1V. 1,025 3,0 8,3 2'06 0.89 43 0,345 a2 
Durchsehnitt : 66 
Tabelle II. 

Isometrischer Zeitkoeffizient des Phosphagenzerfalls (K.,;p)) fiir einen 
Tetanus von 5 Sekunden Dauer bei 4 bis 5°. Rana temporaria. Direkte 
Reizung. R.-A.8 bis 10cm, R.-F. 25 pro Sekunde. 

Versuchs- Muskel P205 | PhosphagenP,05 3, 
Nitec Meee eemmeme ca —— Spannung direkt cmseneae (ii — , 
D: | Ge | range || xX Zeit be- Po, KecP) 
Nr. atum wicht | ‘ings stimmt mg Fo Hg PO, 
1929 g em kg X sec mg mg 
; PS See , 1,30 | 0,91 | 70,0 a 
9 , ) ; 9 
1 23. IV. 0,64 2,7 6,1 125 0.70 | 56 0,29 a4 
, | “at RY > 1,59 0,86 | 54 
2 23.IV. || 0,80 | 3,0 8,0 151 0.57 38 0,40 60 
‘ a A ‘ 7 1,65 1,09 66 975 0 
3 &. %. 0,70 2,9 6,8 157 0.89 57 0,275; @ 
, an | 2 1,22 0,86 70,5 - 2 
9 - ) g § 2 
4 8. V. 0,70 | 2,9 6,6 119 059 | 495 0,37 » 
F . ¥ gee " 1,31 0,68 52 , 
5 BS -¥. 0,58 2,6 4,7 128 0.55 43 0,18 68 
Durchschnitt: 62 


~ Oa > - rere a 


IR a Ee hia § + 


ve ee 


282 D. Nachmansohn : 


Tabelle IIT. 
Isometrischer Zeitkoeffizient (K.;~)) der Milchsaure fiir Tetani bei ver 
schiedener Temperatur. Rana temporaria. Indirekte Reizung mit zwei 
Tetani von 5 Sekunden Dauer. R.-A. 12 bis 13 em, R.-F. 25 pro Sekunde. 





Versuchs- 2 Muskeln Milchsiuregehalt Milch- 
tsinigpilintiagiininnighaititiia ———— _ » siure 
Hire Liinge ne ge- Kei) 
Nr Datum Gewicht (Dureh- ~ oe mg bildet = 
- schnitt) 
1929 g - em kg X sec abs. | prog mg 


a) Bei 18°. 


won T 0,35 | 0,25 
29 | 9 i 9 ’ eo 
1 | i7.IV. | 1,89 | 27 | 240 | 43 | 19 


b) Bei 4 bis 5°. 
0,395 | 0,215 


9 oa 3: 9 39.7 06) Gp 

4 19. IV. I 1,83 2,9 39,7 1,36 0.74 0,965 4 

; .? aa . 0,30 0,17 ‘i 

( | C 9 9 ? » 

3 19. IV. ! 1,79 2,9 27,0 1.00 0°56 0,70 112 
Darchschnitt : 102 


Tabelle IV. 
Isometrischer Koeffizient (Ky, qP)) des Phosphagenzerfalls fiir Einzelzuckungen 
bei der Kréte (Bufo agua). Abstand der Schlage 5 Sekunden. R.-A. 7 bis 8 em, 
Reizung in Stickstoff. 








Versuchs- Muskel P05 Phosphagen P20, ies 
— - —|| : direkt |-——_—__- ——~" | 
Ge- Hub- |Spannung | pe. spalten a ( P 
Nr, Datum | wieht | Linge  zahl stimmt mg %, H3PO,; ™ 
1929 g em kg mg mg | 


| 
| 


a) Bei 24°. 


1 | 22. Iv. | 1,505/ 35 | s0 | 180 | 50) | dot | 3 | 058 | 108 
2/24.1Vv.| 1,88 | 32 | 30 | 140 | Sie | bee | BS | 082 | 140 
3/26.1V. 147 | 84 8 | 176 350 | O73 | se | 0825| 114 
4/26. 1v./ 1,20 | 32 | 80 | 184 | $45 | O29 | 28 | 0,565) 108 


Darchsehnitt: | 116 
b) Bei 6°. R.-A. 5em. 
1,39 0,82 59 


5| 8 Iv.} 090 | 29 | 40 | 186 | is | oes | 50 | 022 | 180 
6| 8Iv.j084 | 28 | 40 | 126 | 130 | O85 | 65 | og | 196 


142 0,72 51 


Durchschnitt: 18S 
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Tabelle V. Milchséurebildung bei der Kréte (Bufo agua). Isometrischer 
Koeffizient (Ky, (z)) fiir Einzelzuckungen. Abstand der Schlige 5 Sekunden. 
R.-A. 8em. Reizung in Stickstoff bei 20°. 








Versuchs- Muskel Milchsturegehalt | Milch- 
Sars os ie, eee ohn ae : a dure 
Ge- Hub-  Spannung = nase 
i ; >» we mg ; 
Nr. Datum wicht Linge zahl g , m(L) 
1929 £ em kg abs. pro g mg 


0,225 0,19 


i ZIV. 120 30 100 500 | HE? 1g | 1125 188 
2 | 26.1V. | 1,525) 32 | 100 550 | 18 | 012 po 4g 


1,41 0,92 
0,205 0,14 
0,975 0,65 


Durchschnitt : 140 


3 26. 1V. || 1,50 | 3,1 90 36,0 0.77 145 


Tabelle Va. Isometrischer Zeitkoeffizient (K,,z)) fiir Tetani, Indirekte 
Reizung mit zwei bis drei Tetani von 5 Sekunden Dauer. R.-A. 12 em. 
Versuche 1 und 2 bei Zimmertemperatur, Versuche 3 und 4 bei 20°. 








Versuchs- Muskel Milchstiuregehalt Milch- 
aeopien 1s neha ame Spannung — cp cctaek orcad we x 
Nr. Datum Gewicht Linge Zeit mg bildet (1) 

1929 g em kg X sec abs. pro g mg 
‘ 5 0.15 . 
1 | 8iv. | 100 | 28 | 116 | OL | O15 | oor | tee , 
2 | giv. | 104 | 28 | 100 | D185) O18 | oo | an 
‘gil i oe ),155 ¢ - 

8 | @1V. | 1,715| 35 | 27,5 | f20>| OM | 1085 | 80 
4 1. v. | 1,08 | 29 | 130 | O44 | O14 | ges | ass 


0,525 0,51 


Durchschnitt : 123 


Tabelle VI. Phosphagenzerfall im Gastrocnemius der Kréte bei tetanischer 
direkter Reizung (Bufo marinus). R.-A. 9em, R.-F. 30 pro Sekunde. 





0 





J *. 
Versuchs- Muskel Pan: Phosphagen P,O,; Abge- 
SN spalten 
Ge- Zeit Hg POg Ag( py 
Nr. Datum wicht | Linge meg pro g mg |PF° &! o . abs 
1929 g em kg X see mg mg mg 


a) 2Sek. Tetanus. 

— 1,61 | 1,62 | 0,96 | 0,97 | 69 
3,8 1,61 | 1,62 0,77 0,78 | 48 
b) 5 Sek. Tetani. 

— 1.28 | 1.57 |0,65' 0,80 51 
5,2 1,22 | 1,50 | 0.57 0,70 47 
— 1.50 | 1.62 (0,77 0.83 51 
68 || 1,60 | 1,73 0,54) 0.58 33.5 
— | 1,21 | 1,41 | 0,62) 0,72 51 
7,0 1,24 | 144 0,47 0,55 38 


1} 28.11. | 0,99 | 32 0,26 47 


2 | 28. 10. | 0,815; 28 0,11 182 


3 | 28. 11. || 0,925; 2,9 0,32 | 62 


4 28.11.) 086 28 0,21 | % 


Durchschnitt: | 96 
Biochemische Zeitschrift Band 213. 19 
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Tabelle VII. 
Phosphagenzerfall bei tetanischer Reizung von Muskeln nach der 
Degeneration der Nerven.  Beiderseits die Ischiadici durchschnitten. 


Rana temporaria. R.-A. 5 bis 6cm, R.-F. 30 pro Sekunde. 
5-Sekunden-Tetanus. 











Versuchs- | Muskel P,0,; | Phosphagen P20; || Abge- 
Zahl ae — 77 ‘ 
| Ge- de Le e- oP Ese 
Nr, | Datum wicht | Linge al as stimmt |) mg POR) oj, abs. | 7‘? 
1928 g em kg X sec mg mg mg 
a) 14 Tage nach Durchschneidung der Nerven 
(Nerv noch nicht degeneriert). 
ee a 1,11 | 0,82| 1,43 |73 | 
error io) ee |0.82) 148/73 
al - | — | — | 0,94 | 0,69} 1,25 | 73,5/ - 
im 9 ’ | 9 ’ ’ 
2/23.X1 055 27 FY ge | o's |o56| 10267 | 918 | 52 
b) 28 Tage nach Durchschneidung der Nerven. 
P : 0,495 — — 0,89 0,65 1,31 | 73 | 
3 6XM 475 27 50 | 078 056/118 |72 08 | 160 
4) sam [Sei ae is | go | Yer leel cee lse [010 | 000 


1 5,0 1,07 0,74 1,02 | 70 


| | — | 0,84 |'0,60/ 1,00 | 71,5) » 20 | sos 
5 | 7. XU. 0,60 2,9 3 12.0 0,76 0,36 0,60 47,5 0,33 105 


Durchschnitt (fiir einen Tetanus): 160 


Tabelle VIII. 


Isometrischer Zeitkoeffizient (K, (z)) fiir Milchséure bei tetanischer 
Reizung von Muskeln nach der Degeneration der Nerven. Beiderseits die 
Ischiadici durchschnitten. Zeit seit der Durchschneidung 25 bis 26 Tage. 
Rana temporaria. R.-A. 8cm. R.-F. 25 pro Sekunde. 
Als Ruhewert wurden unverletzte Muskeln der Oberschenkel benutzt, 
fiir den Reizwert die beiden Gastrocnemien. 




















Versuchs- 2 Muskeln | Milchsturegehalt ] Milch- | 
. Linge | Zahl | Spannung | | siure | 
| Ge- ] X Zeit || | ge- K 
) 1 yurch- der | m co % z(L) 
Nr. Datum wicht art Tetani | e || bildet | 
1929 g em kg X see || abs. | pro g | mg | 
06 | — 0,18 | 0,09 | 108 | 52 


| ee — — 
1 | %V- | 166] 30 | 1 | 186 | 122 | os 
2 


“>” ge ee 0,25 | 0,12 Bo 
2 | 2V. | youl} a8 | 2 | a6 | 125 | 1,01 | 210) & 
8 | Vv. | a} a8 | 8 | sas | 180 | 145 | 1) & 


Durchschnitt :| 65 
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286 D. Nachmansohn: 


Tabelle X. 
Vergleich der Hemmung des Phosphagenzerfalls durch Vergiftung mit 
Trimethyloctylammoniumjodid und durch Nervendegeneration. Die 
normale Seite wurde 80 bis 100 Minuten in 0,2°%ige Lésung eingelegt, 
unter O,-Durchleitung. Die Seite mit degenerierten Nerven lag in diese: 
Zeit in Ringerlésung, ebenfalls unter O,-Durchleitung. a) Normale, mit 
Ammoniumsalz vorbehandelte Seite; b) Seite mit degenerierten Nerven. 








Versuchs- Spannung P20; Phosphagen P.O, 
——; | Mesiel- | x Zeit in | wp | pea. | Meet —_——— 
; gewich kg X see . ii be- ; 
Nr. Datum (2.Spannung zahl stimmt me pro g 0/, 
1928 g in kg) em mg mg 


1. Reizung mit einem Tetanus von 5 Sekunden Dauer. 


le | 9 x, | 0.58 1,5 _ | 4 | 128 |) 085 | 1,47 | 705 
ib | 3 XE} o54 3'3 4 | 107 | 080 | 1,48 75 
2a | ip xn | 0715) 25 _ | 8 | 119 | 0,84) 1,18 | 705 
ab | 1%%H- | o665] 51 5 | 114 | 088 125 | 73 
8a | a3 x77 | (0:89 3,5 _ | 8 | 1,80 | 081 | 0,91 | 625 
3p | 19 XI. ogg 7.2 5 141 092 098 65 
2. Reizung mit Einzelschlagen in 20 Sekunden Abstand. 
oe on | 228 ‘ 8 | 1,82 | 057/071 | 43 
4p | 15. XL} 0,805 | 995 0 | 7 | 138 | 071 | 088 | 51 
ba | ae vir | 0,90 | 288 ' 8 143 | 0,72 089 | 50 
5b | 25-XIE | o7g | ong | © | 7 | 1'385 | 0601 077 | 44.5 


Tabelle XI. 
Isometrischer Koeffizient fiir Phosphagen (K,», p)) nach Degeneration des 
Nerven. Reizung mit 30 bis 40 Einzelschligen. Dauer der Degeneration 
3 bis 5 Wochen. R.-A. 0 bis 2cm. Reizung in Stickstoff. 





Versuchs- Muskel- P205 || Phosphagen P20, 








nk or Span- | direkt Abge- 
“wa | Hub-  nungs- be- | spalten | jp 
Ge ; od hae ‘oe > Km (?P) 
Nr, Datum wicht | Linge |) zahl  leistung) stimmt!) abs. prog %o H3 PO, 
1929 g em kg mg mg 


a) Bei 8 bis 10°, 
. * . 0,62 ||0,39 | 0,66 63 
F 9 a | 9 ’ 9 q % 
1 | 6. VIL} 0,595; 2,6 38 14,0 0.61 0.30 0.51 49 0,12 303 


2/ 6.VIL 045 | 26 | 40 | 11,8 | Pos | 088/088 72 | 165) 196 


Durchschnitt: 245 

b) Bei 23 bis 25°. 
8 |20. vi.| 0,615| 2,7 | 48 | 17,7 | LOS |0,78/ 110 70 | 0,345| 189 
4/20. VI. 0,68 | 28 | 38 | 13,8 | O88 | 0.65) 100 GF | 0,96 | 108 
5 |20. VI. 0,585| 26 | 88 | 15,6 | O88 | 0.56 | 006 165 | goo | 184 
6 | 6.VIL| 0,50 | 26 | 86 | 146 | O78 088) 0,96 | 63 0,80 | 127 


Durchschnitt : 140 
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288 D. Nachmansohn: 


Tabelle XIII. 


Priifung der Progressivitét der Curarinvergiftung (Boehm). Rana tem- 
poraria. R.-A. 7 bis 8cm. R.-F. 30 pro Sekunde. 5-Sekunden-Tetani. 





Versuchs- Muskel P20, | Phosphagen P20; 





— Spannung | direkt (————______ Abge- 
Ge- x Zeit be- spaiten | x1, 
Nr. Datum wicht Linge stimmt mg fo Hy PO, 2 
1929 g em kg X see mg mg 


a) Vergiftung mit kleiner Dosis und kurzer Einwirkungsdauer 
(0,1 mg Curarin; 45 Minuten Dauer). 


: ae 1,92 | 148 | 74,5 
1 26.11. 0,93 | 3,0 15 184 1,20 65 


b) Vergiftung mit gréSeren Dosen und langerer Kinwirkungsdauer 
3mg Curarin; 2 bis 3 Stunden Dauer). 


1,74 1,32 | 76 


0,82 70 


2 8. II. 0,81 | 2,9 71 1'80 120 66.5 0,17 | 121 
‘ —_ 1,35 1,03 76 | 
9 ’ ’ 

3 8. II. 0,69 28 6,2 128 087 | 68 0,22 79 


1,35 1,01 | 75 


| 


9 wi 

4 | 1.1L | 0,71 | 28 78 | 135 O86 | 635 oat | 9 
- 1,70 126 | 74 Fe 

5 111 | 0,90! 30 a8 | 48 i | 64 0,21 | 126 


Durchschnitt: 106 


Tabelle XIV. 


Isometrischer Koeffizient des Phosphagenzerfalls (Ky (p)) fiir Einzel- 
zuckungen curaresierter Muskeln. Rana temporaria. R.-A. 3 bis 5 em, 
Abstand der Schlige 5 Sekunden. Reizung in Stickstoff. Eingespritzte 
Menge Curare 2,5ccem einer 0,7 %igen Lésung (= 17,5 mg). Einwirkungs- 


dauer etwa 2 Stunden. 











Versuchs- Muskel P,0;  Phosphagen Po )5| ' 
| Hub- | Spannung — | : alten 
Ge- | Ae | ops be- Spasten | Kp 
¢ 4 | » Il os 7 m(P) 
Nr, | Datum | wicht | Linge | zahl stimmt mg % | Hz PO, m 


1929 g em kg mg mg 


a) Bei 10°. 


1 | 29.1V. | 0685] 28 | a5| 185 | bet! Oe | 2. 


| | , : 
2 | 29.1V. || 0,885] 29 | 80] 120 | 169 | 100 | GAo 


Durchschnitt : 196 


0,235 161 


0,15 231 


b) Bei 24°. 


| + “ 1,50 1,09 72,5 oti eine 
3 | 29.1V. 0,765 29 30 7,5 155 || 097 625 0-165, 182 
| aioe ‘ we 1,52 | 1,07 | 705 | o- , 
4 | 29.1V. 0,915 381 | 30 | 15,8 158 || 066 42 + 9:5685| 86 
of ' ‘ 1,99 || 143 | 72 ' 
vd 29. IV. 0,965 3.3 40 22.0 1.94 0.91 47 0,72 101 


Durchschnitt: | 106 
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Zeitkoeffizient (K,) des Phosphagenzerfalls bei tetanischer Reizung von 
z £ 

5 Sekunden nach Einlegen in Tetramethylammoniumchlorid. 

poraria. R.-A. 5cm, R.-F. 25 pro Sekunde. 


Rana tem- 








Versuchs- Muskel 
xr, Datum ia | Linge 
1928 g em 
1 |}31. VII. | 0,725 2,8 
2| 2. VIII. 0,68 | 2,8 
3 | 2. VIII. ||0,78 | 2,9 
4 | 2. VIII. 0,65 2,8 
5.| 4. VII. || 0,72 | 2,9 
6 10. VI. 0,71 | 2,9 
7 10. VIII. 0,67 | 2,9 
8 | 2. VIII. 0,66 | 2,8 
9 | 3. VILL. |\0,75 | 2,9 
10 | 4. VHT. 0,79 2,8 
11 | 6. VIII. 0,62 2,7 
12 | 6. VIII. ||0,59 | 2,7 
18 | 9. VIII. || 0,59 | 2,7 
14 6. VII. ||0,79 | 2,9 
15 6. VIII. | 0,76 | 2,9 


23 x 
Spannung S & 2 
x Zeit s=< 
ot 
kg X see 0 
a) 1 Tetanus. 
i or 
3.1 1 20 
wer? | * 
Pie 2 18 
29 
a 9 1 
4,1 . 
aie ‘ 9 
4,3 " ” 
a 9 By 
8.0 2 12 
34 2 14 
b) 2 Tetani 
6,8 ; ” 
ae, 8 
8,6 ‘ . 


ce) 3 Tetani. 


2 15 
2 | 20 
2 | 20 
2 16 


d) 5 Tetani. 


2 20 


2 | 20 





stimmt 


mg 


1.39 
1,34 
1,19 
1,24 
1,48 
1,42 
1,26 
1,07 
1,51 
1,43 
1,33 
1,28 
1,34 
1,31 


1,30 
1,40 
1,51 
1,45 


1,39 
1,32 
1,17 
1,18 
1,14 
1,07 
1,14 
1,05 


1,75 
1,61 
1,36 
1,24 


Phosphagen 
> 


mg 


0,67 
0,65 
0,64 
0,64 
0,71 
0,72 
0,62 
0,54 
0,84 
0,76 
0.78 
0,72 
0,82 
0,78 


0,71 
0,60 
0,74 
0,67 


0,67 
0,53 
0,56 
0,43 
0,52 
0,34 
0,64 
0,48 


0,92 
0,59 
0,62 
0,32 


5 


prog 


ng 


0,92 
0,90 
0,94 


0,94 5! 


0,91 


0,92 ! 


0,95 


0,83 f 
1,17 | 56 
1,06 ! 


1,10 


1,02 56 


1,22 
1,17 


1,07 ! 


0,91 


0,99 
0,89 


0.85 
0,67 
0,90 
0,70 
0,88 
0,58 


1,08 56 


0,82 


49 
46 


48 
40 
48 
37 
46 
32 


46 


1,27 52 


0,75 
0.82 
0,42 


26 


Ab- 


gespalten 
H, PO, 


K2(P) 


abs. 
mg 


0,03 290 


> 00 

- ro) 
0,11 | 104 
0,11 | 118 
0,08 | 108 


0,055 180 


0,15 127 
0.10 250 
0,19 Is4 


0,18 156 


025 117 


045 | 136 


0,41 124 


kt nn mater) ge 


4 
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Tabelle XVI. 


Anaerobe Resynthese des Phosphagens bei tetanischer Reizung von 
5 Sekunden Dauer nach Ejinlegen in 2°, Trimethylammoniumchlorid. 
Dauer der Einwirkung 16 bis 18 Minuten. Rana temporaria. 





Veswadin: P20s5 Phosphagen ' Differenz mye 
oe ee pene oe direkt P9E:.._... SERS be sac 20 
gewicht B chi il be- 
; areens ehandlung ti ro g 
Nr. stimmt, mg | %%o abs. pro g 
1928 g mg mg 
Ruhewert 1,47 0,69 0,96 47 
Pees ‘ 5 Sek. Reizung x 
9 F 092 
1 | 7. VIL | 0,72 | Ghne Erholung | 1,47 |0,54/0,75/87/ %15 0,21 
erfroren 
Rubewert | 1,42 0,63 0,87 44 
eiev 29 5 Sek. Reizung ‘ 0.17 
2/7. VIII. || 0,72 | Ghne Erholung | 1,39 |0,50/0,70\ 36 %13 | 017 
erfroren 


5 Sek. Reizung 
ohne Erholung 1,78 0,95 ' 1,22 538 
37. VII. 0,78 erfroren 0,17 | 0,22 


5 Sek. Reizung 
30, Erholung | 1,78 1,12) 1,44 63 


§ Sek. Reizung | 1.06 0.42 0.67 40 
ohne Erholung 4 ’ ’ 


4 7. VII. 0,63 erfroren 0,08 0,13 
5 Sek. Reizung | 1,05 0,50 0,80/ 48 
30, Erholung | 


Tabelle XVII. 


Anaerobe Resynthese bei der Kréte (Bufo agua). Direkte Reizung mit 
einem Tetanus von 5 Sekunden Dauer. R.-A. 9 bis 10cm, R.-F. 25 pro 
Sekunde. Temperatur 20°. a) Ohne Erholung, b) nach 30 Sekunden Er- 











: holung erfroren. 
Versuchs- Ee : P2 05 Phosphagen P, 05, ' Differenz 
Muskel- Spannung direkt _ 
Nr. Datum . sama rience Pf I mg | %% mg 
1929 g kg X sec | mg i | abs. pro g 
la o 7,5 2.26 0,80 35 vie 
ib 24. IV. 1,21 6.9 2.94 0.89 40 0,09 0,075 
2a | 7,6 2,91 | 0,87 30 
. c ’ ’ 5 
o, | & Vj 1,29 77 | 298 | 105 | 87 0,18 0,14 
3a 7,6 2,48 0,31 12,5 “s 
r ’ ’ ’ 0 - 
3b & Y. 1,17 7,6 2.48 0.49 20 ,18 0,155 


Durchschnitt: 0,15 0,12 








Tabelle XVIII. 
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Zerfall der Kreatinphosphorsaure. 
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Tabelle XXI. 


Zeitkoeffizient (K,) des Phosphagenzerfalls nach Einspritzen von Tri- 
methyloctylammoniumjodid nach mehreren 5-Sekunden-Tetani. Rana 
temporaria. R.-A. 5 bis 6cem, R.-F. 30 pro Sekunde. 





Versuchs- 

Nr. Datum 

1928/29 
1 | 18. XII. 
2 | 20. XII. 
3 ae | 
4/18. XII 
5 ~ oa 
ai Se 


Isometrischer Koeffizient (K,,) des 
von Trimethyloctylammoniumjodid. 
Schlage 20 Sekunden. R.-A. 5 bis 6 cm. 


Muskel 


Ge- | Linge 


wicht 
g em 
0,73 29 
0,83 | 3,1 
0,65 2,9 
0,665 2.8 
0,60 2,8 

0,955 
/0,925, 34 





Tabelle XXII. 


5, of 
=s/| P20 
Spannung | :- mc - direkt 
x Zeit 2: be- 
2 | stimmt 
kg Xsec | mg mg 
a) 2 Tetani. 
= » | 1,32 
164 | 5° | 80"! 120 
a 1,42 
16,8 8,0 | 3h 1,24 
= an | 1,26 
b) 8 Tetani. 
a , | 1,23 
18,6 8,0 30 | 107 
ea ¢ ’ 1,04 
29,2 | 90,0 | 80" | o'98 
mite ¢ ae 
29,0 | 30,0 80" | 1°51 





5 
2U5 Laz 
T* 8s x, 
, POR) 4 wo} * 
abs 
mg mg 
0,81 1,11 61 0.37 128 


0:54 0.74 45 
0,98 1,18 69 
0.64 0.77, 52 | %47 111 


0,83 1,28 66 | na, 
0.58 0.89 49 | 9345 104 


|0.93|1,40| 75.5 0 nan 
0,52/0,78| 49 || 65 92 
0,67) 1,12| 64,5| 9 aon 140 
0,39 0,65) 40. | 0-985 147 


1,23) 1,29 | 69 


0.72,0'78 48 | 9:65 \138 


Phosphagenzerfalls nach Einspritzen 
Rana temporaria. 


Abstand der 








Versuchs- Muskel | 3 £| 8 z P20; 
S| 2 |S) CH | dirext 

Ge- Big |88| es | be 
Nr. | Datum wicht Linge = = | ee As stimmt 

1928/29 & | cm kg | “mg mg 

: —|— etwa | 1,66 

} | 

¢ > _— — , | 1,31 
2 a. & 0,69 2,8 | 30 | 16,2 30 80 1.30 
€ | - —— — ’ | 1,96 
x ! riety Pere etwa | 1,57 

4 18. XII. | 0,74 | 2,8 | 60 | 36,0 8 th | 1.54 
‘ | 0,77 —|— | etwa | 1,41 
5 | 18. XII. | 0,82 3,0 | 60! 30 8 | in 137 
. wee 0,76 | | —| —} etwa | 1,45 
6 | 18. XII. } 9’g9 | 39 | 150! 75,0) 8 | im | 1/58 








| 
| 
| 
} 


Phosphagen g «| 
205 432 | 
aera oi Tt Be | K 
om | m 
mg PE O19 | oi 
mg mg 
1,11 1,35 67 
119 1.45 69 | O11 364 
0,99 1,44 75,5). 4. 
0,88 1.28 68 915 302 
1,44/ 1,49) 73,5 
1'37|1,41| 69. | 095/420 
1,16|1,57| 74 
0'85115/55 | 943 (234 
1,07 1,39 77 
0.90110 66 931 290 
1,05) 1,88 | 72,5) 0 co lor 
0,49 0,60 31. | 982 |275 











Mi 
0,! 
lat 
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Tabelle XXIII. 
Isometrischer Koeffizient des Phosphagenzerfalls (Km p)) fiir Einzel- 
zuckungen nach Einwirkung von Trimethyloctylammoniumjodid. Rana 
temporaria. R.-A. 3 bis 4cem, R.-F. 25 pro Sekunde. Abstand der Schlage 
5 Sekunden. LEingespritzt 10mg. Einwirkungsdauer 1 bis 11% Stunden. 





Versuchs- Muskel P20;  Phosphag. P205 








— direkt || Abge- 
| Ge- Hub- |Spannung pa. spalten | x Pp 
Nr. |} Datum wicht Linge = zahl stimmt mg 5 H,P0,/ ~™(?) 
1929 g em kg mg mg 
a) Bei 10°. 

Pa ot hee 1,84 || 1,23 | 67 

1 29. IV. 0,955 31 34 | 140 | 97 | 9°13) 5g | O14 | 810 
. . oF 1,13 | 064 57 - 

‘ 9 ’ F 
2/29. IV. 0,66 2.8 40 17,5 111 052 47 | 0,165 296 
¢ , P ar 1,67 0,93 56 on | 4 
8 | 29. Iv. 0,96 | 832 | 85 | 190 | 778 | gag | ag || 0,205| 208 

b) Bei 24°. Durchschnitt: | 301 
, ~ : | 144 0,92 64 on, | 
4 29. IV. | 0,79 | 29 40 14,0 133 072 54 0,276) 148 
re Bee He ei es ~ | 156 092 59 oF ee 
5 | 29. IV. | 0,935; 3,1 37 | 19,5 156 057 36,5 0,48 | 126 
' : oe | 1,08 | 0,73 67,5 

2 | 2 | ’ ’ ’ 2 

6 | 29. IV. 0,645 | 2,8 37 | 14,0 109 058 53 0,206 | 19 , 
Durchschnitt: | 155 





Tabelle XXIV. 

{ Milchséiurebildung bei tetanischer Reizung des Muskels nach Einlegen in 
0,2%ige Trimethyloctylammoniumjodidlésung. Der Ruhewert lag gleich 
lange in Ringerlésung unter O,-Durchleitung. Versuche 1 und 2 Kontrollen. 








Rana temporaria. R.-F. 25 pro Sekunde. 
Versuchs- 2 Muskeln | mg Miichstiure Milch- 
IA . | —_— ——— Shure- 
Ge- ange Spannung Art iR.-A zu- K.(1) 
Nr, Datum |) wiecht oe xX Zeit der Behandlung | B.-A. abs. | pro g — 2(L 
1928 g em kg X sec em mg 
Ruhewert — | 0,181) 0,093. 
1 | 26. X.|| 1,95 | 3,1 26,0 | 2Tetanizu5sec 2.13 | 38 
direkt gereizt 10,5 2.31 1,18 
Ruhewert — | 0,20 | 0,105 
2 | 30.X.|| 1,89 29 25,2  2Tetanizu5sec 1,34 | 54,5 
indirekt gereizt| 12,5 1,54 0,82 
$00i — — Ruhewert — 0,16 0,08 
2 Tetanizu 5sec 
8 25.X nach 100’ in 1.15 485 
ors Giftlésung gees eet 
unter Og, Durch- 
1,97 | 3,1 18,0 leitung 6 1,31 0,65 
Ruhewert — 0,16 0,09 
2 Tetanizu 5sec 
“h 90’ j ss 
4|25.x.|| 1,74! 30 | 15,8 | Bach 90° in 1,05 | 45 
. Giftlésung 
unter O, Durch- 
leitung 6 (1,21 0,70 








D. Nachmangohn: 


Tabelle XXV. 


Isometrischer Zeitkoeffizient (K,(z)) der Milchsiéiure nach Einwirkung von 

Trimethyloctylammoniumjodid. Temperatur 4 bis 5°. Direkte Reizung 

mit zwei Tetani von 5 Sekunden Dauer. R.-A. 7 cm. R.-F. 30 pro Sekunde. 
Eingespritzt 20mg. Nach 2 bis 21% Stunden verarbeitet. 





Versuchs- 2 Muskeln mg Milchsture- — 
PROS gal Se Se, 3p: halt pencil 
Linge | Spannung ge siiure ' 
. Datum | Gewicht | (Dureh- || X Zeit | = pebitdet | X2(1) 
Nr. schnitt) aa are 
1929 rg em kg X sec 5 tes: | pro & mg 
Nl 

: = az 0,17 0,10 a 
1 19. IV. 1,75 | 28 27.6 993 053 (76 = «101 
2 19.IV. | 190 | 29 ang | Ome | OF? | 1005 | 86 
4 . . | 3 ’ A | 1,33 0,70 ’ ao DO) 
Durchschnitt : 98 


Tabelle XX VI. 


tetanischer Reizung (5 Sekunden) 
Rana temporaria 


Phosphagenzerfall bei des Muskels 
nach Einlegen in 9,4% Triathyloctylammoniumjodid 


R.-A. 5¢m. R.-F. 30 pro Sekunde. 





Muskel Phosphagen P2 05 























—_ 7a BR 
Versuchs- | E | BE P05 126 
= & |Spannung|=> = direkt | “Fie 7 
i Datum os Linge | 3 x a 52 stimmt | meg |prog| , gm #(P) 
| l4 =| } | 8 abs. 
1928 r4 em | S kg X sec | Min. mg mg mg 
Pars °°S Boag oe Bae 1,82 | 0,88 | 1,42 | 66,5 
1 | 27. xr. || 982 | o¢ | =| 85 | 1,42 | 06,9 914) 90 
| | 0,63 1| 45 1,27 | 0,79 | 1,25 | 62 
} } 
Daa ae oe ee 1,24 || 0,83 | 1,51 | 67 A 
2 | 27. XI.) 0,55 | 2,7 129 | | 83 | 1, 0,15) 54 
ia ste 11) 30 | > | 1,18 | 0,72 | 1,81 | 61 
BRE oe eee 1,86 | 1,16 | 1,16 | 62,5 
3 | 28. XI. | 1,09 | 3.1 | | 65 | 4s 16 | 1, 0.15 103 
wil 11) 50 | | 1,69 | 1,05 | 1,05 | 62 
lane leo i—| — | ex | 1,64 {1,08 | 1,87 | 64 
4 28. XI. 0,77 | 2,9 | 65 |} 05 | 1,37 | 64 | p06) 58 
| " la} 52 | 1,47 | 0,86 | 1,12 | 58,5 ‘ 
ise oa 
5 28.x1./1,06 32 /—| — | 99 | 235 | 1,39 181/59 joo) 74 
“ | fat} 60 | 2,16 | 1,20 | 1,18 | 55,5 
2a 158 | 1,05 | 1.48 | 66.5 
6 | 29. XI. 0,785, 29 || — | 65/2) 105 | 1,49 | 66,5 | 955 | 52 
| |" is! os 1,38 | 0,65 | 088/47 |” 


Durchschnitt (fir einen Tetanus): | 7 
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Durehsehnitt: 








Insulinproduktion nach Liavulosefiitterung. 


Von 


F. Silberstein und M. Wachstein. 


(Aus dem Institut fiir allgemeine und experimentelle Pathologie der 
Universitat in Wien.) 


? 


(Eingegangen am 23, Juli 1929.) 
Mit 9 Abbildungen im Text. 


Schon lange vor der Insulinaéra war die Tatsache bekannt, daB 
die Ausnutzung eingefiihrter Kohlehydrate von dem Ernahrungs- 
zustand des Individuums bzw. von dem Glykogenbestand seiner Leber 
abhangig ist. In systematischer Weise wurde die Abhangigkeit des 
Effekts einer Zuckerzufuhr von der momentanen Lage des K H-Stoff- 
wechsels durch Doppelbelastungsversuche von Traugott und Staub 
geprift. Diese Untersuchungsform, die in der Literatur als Staub- 
versuch bzw. Staubeffekt bezeichnet wird, ist in den letzten Jahren 
vielfach benutzt und auch vielfach kritisiert worden. Pollak hat in 
jiingster Zeit wieder damit gearbeitet und bei dieser Gelegenheit auch 
eine Modifikation der Versuchstechnik gebracht, die wir in dem gréBten 
Teil unserer Arbeit mit bestem Erfolg benutzt haben. 


Ganz allgemein wird ein positiver Staubeffekt als Ausdruck einer 
unter dem Einflu8 der ersten K H-Zufuhr beschleunigt vor sich gehenden 
Insulinproduktion und Ausschiittung angesehen. Es erscheint demnach 
gestattet, den ,,Doppelbelastungsversuch’*! zur Beantwortung der 
Frage heranzuziehen, ob unter den zu priifenden Bedingungen eine 
vermehrte Insulinproduktion stattfindet oder nicht. 


Die Tatsache, da8 Diabetiker Lavulose auch dann noch verwertcn 
kénnen, wenn ihre Glucosetoleranz bereits auf ein Minimum herab- 
gesunken ist, gehért zu den Altesten Beobachtungen experimenteller 
Diabetesforschung. Sie hat verschiedenartige Deutungen gefunden, 
unter anderem auch die, daB der Liavulosestoffwechsel vom Insulin 


1 Diese Bezeichnung wird von Pollak vorgeschlagen statt ,,Staub- 
versuch“, 


20* 


302 F. Silberstein u. M. Wachstein: 


unabhangig sei. Diese Auffassung ist jedoch nicht unwidersprochen 
geblieben (vgl. Cori, Basch und Pollak, Wierzuchowski). 


Wir wollten diese Frage von einer anderen Seite aus beleuchten 
Dazu erschien die Versuchsanordnung von Séawh-Pollak geeignet 
Es sollte mit ihrer Hilfe festgestellt werden, ob orale Fructosezuful: 
in gleicher Weise wie Glucoseverfiitterung von vermehrter Insulin. 
produktion gefolgt ist. 


Versuche an Hunden. 


Die ersten Versuche an Hunden haben wir in der Weise vorgenommen. 
daB die seit 16 Stunden niichternen Tiere mittels Schlundsonde 2 g des zu 
priifenden Kohlehydrats pro Kilogramm Kdérpergewicht in 30 %ige: 
wasseriger Lésung erhielten. Die Kontrolle des Blutzuckers wurde in 
kurzen Absténden durch 24% Stunden durchgefiihrt, da wir die zweite 
Belastung in dem Zeitpunkt vornehmen wollten, in welchem der Blut- 
zucker den Niichternwert erreichte. Dies war meistens nach 180 Minuten 
der Fall. Dann wurde wieder mittels Schlundsonde Glucose in gleiche: 
Menge einverleibt, der Ablauf der glykamischen Kurve untersucht und 
festgestellt, wann der Ausgangswert wieder erreicht wurde. 

Diese Methode erwies sich jedoch als ungeeignet ftir Lévulose- 
belastungen, weil die zweite Kurve (Glucose) mit der ersten (Liavulose) 
nicht direkt verglichen werden kann. Dies ist die Folge des Umstandes, 
daS die glykamische Kurve nach Lavulosefiitterung ganz anders — und 
zwar viel niedriger — verlauit als nach Glucose. Will man daher feststellen, 
ob die Lavulosefiitterung einen positiven Staubeffekt zur Folge hatte, so 
muS8 man die Glucosebelastung nach Fructosefiitterung vergleichen mit 
einer solchen nach Dextrosezufuhr. Derartige Parallelversuche verlauten - 
wenn auch an demselben Tiere angestellt nicht so gleichmaBig, dab die 
erhaltenen Ausschlage von subjektivem Ermessen frei waren. 


Deshalb bedienten wir uns zu den weiteren Untersuchungen der jiingst 
von Pollak angegebenen Modifikation. Wir gingen dabei folgendermatien 
vor: Die Hunde erhielten nach 16- bis 20stiindiger Karenz 2 g der zu unter- 
suchenden Hexose pro Kilogramm Kérpergewicht in 40 %iger Lésung mittels 
Schlundsonde. In halbstiindigem Intervall wurde der Blutzucker bestimmt 
und ohne Riicksicht auf die jeweilige Héhe 90 Minuten nach der oralen Be- 
lastung intravenés etwa 0,4 g Traubenzucker pro Kilogramm Kérpergewicht 
in 40 °%{iger Lésung infundiert. Nunmehr wurde durch Untersuchungen nach 
10, 20, 30, 60 und 90 Minuten die glykaimische Abfallskurve festgestellt. 
Der Verlauf dieser zweiten intravenésen Belastungskurve wurde in Beziehung 
gebracht zu einer Vorkurve, die durch eine einfache intravenése Belastung 
mit der gleichen Traubenzuckermenge, aber ohne vorherige orale K H-Gabe 
gewonnen war. Nach Pollaks Vorgang wurde bei diesen Versuchen von det 
absoluten Blutzuckerhéhe abgesehen und lediglich die Differenz zwischen 
dem Ausgangswert und den jeweils festgestellten Blutzuckerzahlen beriick- 
sichtigt. Weiter wurde fiir die Bewertung der Ergebnisse bloB8 daraut 
Riicksicht genommen, wann die im Zeitpunkt der intravenésen Injektion 
festgestellte Blutzuckerhéhe wieder erreicht wurde, unabhangig davon, 
ob und wieweit sie von dem Niichternwert entfernt war. Unter Zugrunde- 
legung dieser Auffassung lieB sich in allen unseren Versuchen nach oraler 
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Traubenzuckergabe ein deutlicher Staubeffekt nachweisen. Nach Liavulose- 
fiitterung fielen die Versuche nicht gleichmabig aus. 
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Abb. 1. 
Kurve 1. Hund Nr. 1. - 
Linie a: Glykimische Kurve nach intraveniéser Glucoseinjektion ohne Vor- 


fiitterung. 

Linie b: Glyk&mische Kurve nach intravenéser Glucoseinjektion nach Trauben- 
zuckervorfiitterung. 

Linie ¢: Glykimische Kurve nach intravenéser Glucoseinjektion nach Liivulose- 
vorfiitterung. 

Die an Hund Nr.1 nach der intravenésen Testinjektion gewonnenen 
Blutzuckerabfallkurven verlaufen nach Lavulose- und Glucosevorfiitterung 
fast vollig gléichartig. Sie zeigen im Vergleich zur Vorkurve eine geringere 
Ausgangshoéhe (10-Minuteawert ') und einen rascheren Abfall. Es wurde 
in diesem Falle also durch Liavulosevorfiitterung ein positiver Insulineffekt 
erzielt. Ahnliche Verhaltnisse fanden wir bei Hund Nr. 4. 
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Die intravenése Blutzuckertestkurve zeigt hier nach der Léavulose- 
vorfiitterung einen niedrigeren 10-Minutenwert als nach Glucosebelastung 
und erreicht auch schon friiher den Ausgangswert. Es hat also die Fructose 


1 Glykaimische Kurven nach intravenéser Belastung sind ganz anders 
zu bewerten als nach oraler. Es kommt bei ihnen natiirlich nicht auf die 
absolute Héhe des primaren Blutzuckeranstiegs an, da diese ja lediglich 
eine Funktion der Infusionsgeschwindigkeit und des Verhaltnisses zwischen 
injizierter Zuckermenge und K6rpergewicht bzw. Blutvolumen ist. Dagegen 
ist die Geschwindigkeit, mit welcher der infundierte Zucker in den ersten 
Minuten aus dem Kreislauf verschwindet, von gréBter Wichtigkeit fiir 
die Beurteilung der glykaémischen Kurve. Demzufolge haben wir (wie 
Pollak) die Blutzuckerhéhe 10 Minuten nach der Infusion festgestellt und 
als Test benutzt fiir die Geschwindigkeit des priméren Blutzuckerabfalls, 
der sie ja umgekehrt proportional ist. 
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einen auBerordentlich starken Insulineffekt zur Folge gehabt, der sic! 
sowohl in dem gréBeren primaéren wie in dem iiberstiirzten endgiiltigen 
Abfall geltend macht. 


Ganz andere Resultate erzielten wir bei den Hunden Nr. 2 und 3 
Bei ersterem erfolgt nach Lavulosevorfiitterung auf die intravendése Be 
lastung ein primérer Abfall, der sogar noch langsamer und noch flache: 
verlauft als der ohne Belastung. Auch die Riickkehr zum Ausgangswert 
erfolgt viel langsamer als im Vorversuch ohne Vorfiitterung. 
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Hund Nr. 3 nimmt eine Mittelstellung ein. Auch hier ist der erste 
Abfall (10 Minuten) nach Lavulosefiitterung geringer als in der Vorkurve. 
Dagegen beobachteten wir einen iiberstiirzten zweiten Kurventeil, so dal 
die Riickkehr zum Ausgangswert ebenso rasch erfolgt wie bei Trauben- 
zuckervorfiitterung. 


Kaninchenversuche. 


Ein viel einheitlicheres Verhalten bieten Kaninchen dar. Bei den 
Tieren Nr. 1 und 3 stimmen die Blutzuckerkurven, welche der intravenésen 
Belastung folgen, im Vorversuch und nach Léavulosefiitterung tiberein. 
Fructose ruft also in diesen Fallen keine vermehrte Insulinausschiittung 
hervor, wahrend Glucosedarreichung auch bei diesen Tieren einen deutlichen 
Staubeffekt zur Folge hatte. Da die Versuche ganz gleichmaBig ausgefallen 
sind, geben wir nur eine Testkurve wieder. 


Abb. 5. 
Kurve5. Kaninchen Nr. 1. 


Zeichenerklairung 
siehe Abb. 1. 
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Kaninchen Nr.2 und 5 zeigen nach Lavulosevorfiitterung einen 
primaren Abfall der Testkurve, der dem der Vorkurve gleich ist, dagegen 
wird der Ausgangswert rascher erreicht als im Vorversuch und beinahe so 
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prompt wie nach der Traubenzuckervorkost, die einen einwandfreien 
Insulineffekt zur Folge hatte. 


Blutzuckersteigerung mg Ye 





0 1% 2 30 90 
Zeit in Minuten 
Abb. 6. 
Kurve 6. Kaninchen Nr. 5 
Zeichenerklirung siehe Abb. 1. 
Eine besondere Besprechung verdient Kaninchen Nr. 4. Es zeigte 
zunachst ein ahnliches Verhalten wie Kaninchen Nr. 2 (vgl. Linie a, b, ¢ 
in Abb. 7), nur daB der endgiiltige Abfall nach der Lavulosevorkost be- 


Abb. 7. 

& Kurve7. Kaninchen Nr. 4. 
1d Linie a: Glykaimische Kurve nach intravenéser 
$ N Glucoseinjektion ohne Vorfiitterung. 
Ss S Linie b: Glyktimische Kurve nach intraveniser 
8 N Glucoseinjektion nach Glueosevor- 
Zs fiitterung. 
= FY Linie ec und d: Glykimisehe Kurven nach intra- 

4 venéser Glucoseinjektion nach Lavu- 


losevorfiitterung. 





Zeit in Minuten 


sonders tiberstiirzt und noch rascher erfolgte als nach dem typischen Versuch 
mit Glucose. Zur Aufklérung dieses Verhaltens wurde der Versuch wieder- 
holt. Dabei ergab sich, daB diesmal die Kurve (Linie d in Abb. 7) weit- 
gehende Ubereinstimmung mit der Vorkurve zeigte, sowohl was den 


Abb. 8. 

Kurve8. Kaninchen Nr. 10. 
Glykimische Kurven an zwei 
verschiedenen Tagen nach 
gleicher intravenéser Gluoese- 
belastung ohne Vorfiitterung 
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50 
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primaren Abfall betrifft, wie auch in bezug auf das Erreichen des Ausgangs- 
wertes. Durch mehrfache Kontrolluntersuchungen haben wir festgestellt, 
daB auch die ,,Vorkurven“ bei ein und demselben Tiere nicht immer gleich- 
maéBig verlaufen. Vgl. dazu Abb. 8, welche zwei derartige ,,Vorkurven* 








306 F. Silberstein u. M. Wachstein: 


am selben Kaninchen zeigt. Aber auch wenn man die gréBten von 
uns gefundenen Differenzen in Betracht zieht, so mu man zugeben, 
daB die in Linie d der Abb. 7 wiedergegebene Kurve viel weiter von 
der Glucosevorkurve 6b entfernt ist als von irgendeiner médglichen 
Variante von a. Wir kommen daher zu dem SchluB, daB auch bei 
diesem Kaninchen nach Léavulosevorfiitterung ein Insulineffekt voll- 
standig ausbleiben kann. Allerdings mu dabei unentschieden bleiben, ob 
die rasche Riickkehr der Kurve c zum Ausgangswert als positiver zweite1 
Teil des Staubeffekts zu deuten ist, also etwa als Zeichen einer verspatet, 
aber doch einsetzenden Insulinausschwemmung. 


Da nach Lavulosefiitterung bei Kaninchen eine rasche Blutzucker- 
steigerung, die nicht auf Lavuloseeinschwemmung zu beziehen ist, einsetzt, 
ware es denkbar, da zu einem friiheren Zeitpunkt eine Insulinausschwem 
mung stattfindet. Der Gipfel der glykaémischen Kurven pflegt 30 bis 
60 Minuten nach der Lavulosegabe erreicht zu werden; wir haben daher 
in einer weiteren Versuchsreihe die intravenése Traubenzucker-Testinjektion 
eine halbe Stunde nach der Lavulosefiitterung vorgenommen. 
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Abb. 9. 


Kurve9. Kaninchen Nr. 4. 

Linie a: Glykimische Kurve nach intravenéser Glucoseinjektion ohne Vor- 
fiitterung. 

Linie b: Glyk&imische Kurve nach intravenéser Glucoseinjektion nach Glucose- 
vorfiitterung. 

Linie ¢: Glykimische Kurve nach intravenéser Glucoseinjektion 90 Minuten 
nach Livulosevorfiitterung. 

Linie d: Glykimische Kurve nach intravendser Glucoseinjektion 30 Minuten 
nach Livulosevorfiitterung. 


Abb. 9 zeigt den Ausfall eines derartigen Experiments, aus dem her- 
vorgeht, da auch zu diesem Zeitpunkt ein positiver Insulineffekt nicht 
nachweisbar ist. 


Diskussion der Versuchsergebnisse. 


Uberblicken wir die eben mitgeteilten Ergebnisse, so miissen 
wir zunachst feststellen, da die Versuche nicht gleichsinnig aus- 
gefallen sind. Bei den Hunden Nr. 2 und 3 sowie bei Kaninchen Nr. | 
und 3 war nach Lavulosefiitterung keinerlei Andeutung eines positiven 
Staubeffekts festzustellen. Das Verhalten der drei anderen Kaninchen 
war so, daB es den Anschein hat, als ob der zweite Teil des Stauberfolges 
nachweisbar wire, d. h. als ob es unter der Einwirkung der intravenésen 
Traubenzuckerinjektion zu einer verspateten Mehrausschwemmung 
von Insulin gekommen ware. Vielleicht lieBen sich diese Versuche 
dahin deuten, dali es bei diesen Tieren infolge der Fructosefiitterung 
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und der darauf folgenden Glykimie zwar nicht zu einer Mehrproduktion 
des Inselapparates, woh] aber zu einer Erleichterung seiner Ansprech- 
barkeit gekommen ist. In deren Folge wiirde sodann auf den Reiz 
der intravenésen Glucoseinjektion mehr und rascher Insulin aus- 
geschiittet werden, als dies ohne Vorfiitterung der Fall ist. 

Dabei ist aber zu erwiigen, ob eine derartige geringgradige Hyper- 
glykimie einen nennenswerten Einflu8 auf die Insulinproduktion 
hervorrufen kann. Nach der urspriinglichen Auffassung des Wesens 
des Staubeffekts ware ja nur eine resorptive Glucusehyperglykamie 
vom Darmkanal aus imstande, ihn auszulésen. Nun ist es Pollak 
zwar in letzter Zeit gelungen, bei Kaninchen auch durch intravendse 
Verabreichung groBer Traubenzuckerdosen einen positiven Insulin- 
effekt zu erzielen, aber einerseits waren die bei diesen intravenésen 
Gaben erzielten Hyperglykamien so exorbitant hoch, daf*sie mit den 
in unseren Versuchen nicht verglichen werden kénnen. Andererseits 
wire die allerdings unbewiesene Méglichkeit nicht a priori von der 
Hand zu weisen, daB zwischen dem injizierten Traubenzucker und 
dem auf Reiz hin mobilisierten ein physiologischer Unterschied besteht. 

Wenden wir uns den Kaninchenversuchen mit eindeutig negativem 
Staubeffekt zu. Diese miissen — gemaB der eingangs entwickelten 
Auffassung — dahin gedeutet werden, da8 auf Verfiitterung von 
Liavulose eine Mehrproduktion von Insulin ausbleibt. Die von uns 
fiir die Fructosebelastungen benutzten Tiere hatten vorher und nachher 
bei Testversuchen mit Glucose einwandfrei positive Insulineffekte 
gezeigt, besaBen also einen gut funktionierenden Inselapparat. Das 
Ausbleiben des Insulineffekts nach Livulose bei solchen Tieren kann 
also zwanglos dahin gedeutet werden, daB orale Fructosegabe die 
Insulinproduktion nicht anregen muB. Der naheliegende Einwand, 
die Lavulose sei von diesen Tieren nicht in geniigend hohem Mabe 
resorbiert worden, kann wohl abgelehnt werden. Wir haben den Glucose- 
und Lavulosespiegel im Blute fortlaufend kontrolliert und ihn mit 
dem in der Literatur angefiihrten iibereinstimmend gefunden. Wir 
sehen von der Wiedergabe der Zahlen ab, da sie sich mit den von 
Oppel, Eisner gefundenen decken. Eisner und Oppel haben aber gezeigt, 
daB selbst in jenen Fallen, in denen es in der Ohrvene zu keiner deutlichen 
Fructosimie kommt, die Héhe des Livulosespiegels im Portalblut 
so hoch ist, daB man mit einer geniigend hohen und rasch einsetzenden 
Livuloseresorption aus dem Darm rechnen kann. An diesen Tieren 
zeigte sich also der Unterschied im physiologischen Verhalten von 
Fructose und Glucose auch im Hinblick auf den Inselapparat (vgl. 
Bertram, daselbst Literatur). 

In einem gewissen Gegensatz zu den eben besprochenen Versuchen 
stehen einige an Hunden ausgefiihrte. Diese Tiere verhalten sich zum 
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Teil wie die Kaninchen (vgl. Hund Nr. 2 und 3), zum Teil lassen six 
nach Lavulosebelastung deutlich positive Staubeffekte erkennen 
(Hund Nr. 1 und 4). Die Diskrepanz im Verhalten der verschiedenen 
Hunde 1a8t verschiedene Deutungsméglichkeiten zu. 


Als erste kame die Umlagerung der Fructose in Glucose in Betracht 
Die vielfach bestatigte Angabe von de Bruyn und van Eckenstein 
daB die beiden Hexosen in alkalischem Milieu ineinander tibergehen 
kénnen, lieBe eine solche Annahme a priori nicht unméglich erscheinen 
Wir haben daher untersucht, ob unter Bedingungen, wie sie normaler- 
weise im oberen Diinndarm bzw. im Blute herrschen, eine nennenswerte 
Umwandlung wahrend der Dauer unserer Versuche nachweisbar sei. 

Zu diesem Zwecke haben wir eine Lésung bereitet, die 240 mg-°, 
Lavulose enthielt. Davon wurde je 1 cem zu 5cem physiologischer NaC}- 
Lésung, zu 5cem frisch gewonnenem Heparinblut bzw. zu 5ccem einer | %igen 
Lésung von Trypsin in n/l Na,CO, + %cem Galle getan. Gleichzeitig 
wurden 5ccm desselben Blutes ohne Livulose, aber + 1 cem NaCl-Lésung 
unter den gleichen Bedingungen im Wasserbad von 37° digeriert, um die 
Hohe der infolge von Glykolyse abnehmenden Glucosekonzentration in 
jedem Zeitpunkt des Versuchs feststellen zu kénnen. Zu Beginn des Versuches, 
sowie nach 30 und 90 Minuten wurde in allen Réhrchen Lavulose nach 
van Crefeld, die Hexosenreduktion nach Hagedorn-Jensen bestimmt. Es 
zeigte sich, daB die Fructosemenge in allen Réhrchen, die damit beschickt 
waren, wahrend der ganzen Versuchsdauer unverandert blieb und dal} 
die Reduktionswerte in den eigentlichen Versuchsréhrchen in jedem Zeit- 
punkt gleich waren der Summe der entsprechneden Kontrollen (z. B. nach 
90 Minuten ist Reduktion in Blut + Laivulose = 97 mg, in Blut + NaCl 
= 59 mg, in Livulose + NaCl = 38 mg, in Lavulose + Trypsinsodalésung 
= 41 mg). 

Dieser Versuch, der noch zweima] wiederholt wurde, spricht 
gegen eine rasche Umwandlung der Livulose in Dextrose unter den 
in Betracht kommenden Bedingungen innerhalb der kurzen Resorptions- 
periode. Das Ergebnis wird gewissermafen bestatigt durch die glyk- 
aimische Kurve, die der Lavulosefiitterung folgte. Der Blutzucker 
(Lavulose + Glucose) stieg im AnschluB an die Fructosemahlzeit 
bei diesen Tieren um maximal 27 mg-°,,. Hiatte eine nennenswerte 
Umlagerung von Liavulose in Glucose stattgefunden, so hatte der 
Blutzucker die Héhe der entsprechenden alimentaren Glucosehyper- 
glykamie erreichen miissen. 


Als zweite Deutungsméglichkeit kame der Umstand in Betracht, 
da8B durch Lavuloseresorption reflektorisch eine — wenn auch gering- 
gradige —- Glucoseausschiittung, ahnlich wie dies bei Kaninchen der 
Fall ist, hervorgerufen werden kénnte. Wie von verschiedenen Autoren 
in der letzten Zeit (Eisner, Oppel, Kronenberger und Radt) festgestellt 
worden ist, kommt es nach Lavulosefiitterung bei Kaninchen zu einer 
maBigen Hyperglykamie, die nur zum geringen Teil durch die ins 
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Blut iibergehende Lavulose bedingt sein kann und zum gréBten Teil 
auf das reflektorisch ausgeschwemmte Kohlehydrat (Glucose) bezogen 
werden muB. Beim Menschen hat Meyer nach Livulosegabe in einigen 
Fallen eine maBige Erhéhung der Reduktionswerte im Blute gefunden. 
In anderen Fallen vermiBte er eine solche jedoch vollstandig, ja, er 
beobachtete sogar geringgradige Senkungen des Blutzuckers im Gefolge 
von Fructosefiitterungen. An Hunden wurden derartiger Versuche 
- unseres Wissens — nicht vorgenommen. Daher haben wir solche 
an einer gréBeren Anzahl von Hunden ausgefiihrt (siehe Tabelle I). 


Aus diesen Experimenten geht also hervor, daB sich die Blut- 
zuckerkurve nach Lavulosefiitterung bei Hunden ganz anders verhalt 
als bei Kaninchen. In den meisten Fallen ist die Steigerung in den 
Reduktionswerten iiber den Niichternwert geringer als der nach- 


Tabelle I. 


Die Hunde wurden nach I16stiindiger Nahrungskarenz mit 2g Liavulose 

pro 1 kg K6rpergewicht in 40°%iger Lésung mittels Magenschlauchs be- 

lastet. Der erste Blutzuckerwert wurde unmittelbar vor der Belastung 
erhoben, die iibrigen laut erster Spalte in der Tabelle. 





Hund Nr. 4 4 1 2 5 





Livu- | Blut- Livu- Blut- Livu- Blut- | Livu- Blut- | Livu- Blut- 

Zeit lose zucker lose zucker lose zucker) lose zucker lose = zucker 

mg-9/9| mg-9/9 mg-9/9 mg-°/, mg-°/9 mg-9/9) mg-°/9 mg-° 9 mg-°/9 | mg-9/9 
(eer 0 77 0 91 0 97 0 97 0 107 
ee 10 85 -- - — — aa —_— 11 110 
ae 10 78 — — — — — — 11 112 
eae 10 80 2 101 11 110 6 105 19 114 
_ ree 15 72 2 101 15 110 8 98 15 107 
ae 15 87 2 89 17 —:101 6 98 15 103 

| Pete — — 2 101 7 101 6 94 


gewiesenen Livulosemenge im Blute entspricht, so da man zu der 
Annahme gezwungen ist, die Liavulose driicke den Glucosespiegel 
herab. Jedenfalls kann von einer nach Lavulosezufuhr auftretenden 
Glucoseausschiittung ins Blut —- wie sie bei Kaninchen beobachtet 
wird — bei Hunden nicht die Rede sein. Dieser Unterschied im Ver- 
halten des Blutzuckers bei den zwei Tierarten legt aber die Frage nahe, 
ob fiir die beobachteten Divergenzen zwischen Kaninchen und einem 
Teile der Hunde nach Livulosefiitterung nicht der Umstand mab- 
gebend ist, daB Livulose fiir Fleischfresser (Hunde) kein adiaquates 
Nahrungsmittel darstellt, wahrend sie bei Pflanzenfressern einen 
natiirlichen Nahrstoff bildet. DemgemaB reagiert das Kaninchen 
auf Fructosedarreichung mit einer Hyperglykimie maBigen Grades, 
wahrend der Hund diese vermissen laBt (manchmal Glucosedepression, 
vereinzelt ganz niedere Steigerungen, héchste von uns in mehr als 
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30 Versuchen beobachtete Steigerung 27 mg-°, bei 15 mg-°, Lavulose. 
also auf Glucose entfallende Steigerung = 12 mg-°,). 

Wir kommen daher zu folgender Erklarungsméglichkeit fiir die 
unterschiedlichen Versuchsresultate : 

Die Leber stellt gema8B den alten Vorstellungen von Minkows/ 
und den neueren, schénen Versuchen von C. und G. Cori nicht nur den 
Hauptspeicherungsort, sondern wahrscheinlich auch den vornehmsten 
Verbrauchsort fiir Fructose dar. Bei Pflanzenfressern ist sie anscheinend 
imstande, gréBere Mengen resorbierter Liavulose zu speichern, ohne 
daB es zu einer Reizung des Inselapparates kommt. Bei einem Teile 
der fleischfressenden Hunde ist sie dagegen dazu nicht befahigt, und 
die Verarbeitung des ungewohnten Kohlehydrats in der Leber ist mit 
einer auf das Pankreas fortgeleiteten Erregung verbunden. Wenn 
diese Annahme zu Recht besteht, dann ware der positive Insulineffekt, 
den einige Hunde nach Lavulosezufuhr erkennen lassen, als direkte 
Lavulosewirkung aufzufassen. Dies wiirde jedoch nichts an der Be- 
deutung der aus unseren Kaninchenversuchen und aus den Versuchen 
an den beiden Hunden Nr. 1 und 4 hervergehenden Tatsache andern, 
daB Lavulosefiitterung wenigstens bei Tieren, die auf Pflanzenkost 
eingestellt sind, ohne Reizung des Inselapparats verwertet werden 
kann. In guter Ubereinstimmung mit unseren Beobachtungen steht 
der von Grafe und seinen Mitarbeitern erhobene Befund, daB direkt 
in die vena pancreatico-duodenalis injizierte Livulose eine stirkere 
Insulinausschiittung zur Folge hat als in die vena femoralis infundierte 
Fructose. 

Zusammenfassung. 


1. Mit der von Pollak angegebenen Modifikation der Staub-Traw- 
gottschen Versuchsanordnung 1laBt sich nach Glucosefiitterung bei 
Hunden und Kaninchen regelmafig ein positiver Insulineffekt nach- 
weisen. 

2. Bei Kaninchen ruft Lavulosefiitterung in keinem Falle einen 
typischen Insulineffekt hervor. 


3. In einigen Fallen ruft orale Lavulosegabe bei Kaninchen einen 
etwas rascheren Abfall der glykaimischen Testkurve hervor. 

4. Bei einem Teil der untersuchten Hunde fehlt nach Fructose- 
fiitterung jede Andeutung eines positiven Staubeffekts. 

5. Bei anderen Hunden kommt es nach oraler Lavulosegabe 
zu einem sehr stark positiven Insulinerfolg. 

6. Die nach oraler Lavulosezufuhr bei Hunden _ beobachtete 
Steigerung der Reduktionswerte iiber den Niichternwert ist oft niedriger 
als der im Blute nachgewiesenen Livulosemenge entspricht. Niemals 
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kommt es zu einer nennenswerten reaktiven Glucoseausschiittung 
nach Fructosefiitterung. 

7. Das Zustandekommen des positiven Insulineffekts bei einzelnen 
Hunden wird diskutiert und darauf zuriickgefiihrt, dai Lavulose 
bei nicht an Pflanzenkost gewéhnten Fleischfressern kein adaquates 
Nahrungsmittel darstellt. 
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Untersuchungen iiber den intermediaren Eiweibstoffwechsel. I. 
Von 
F. Silberstein, F. Rappaport und M. Wachstein. 


(Aus dem Institut fiir allgemeine und experimentelle Pathologie der 
Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 23. Juli 1929.) 
Mit 14 Abbildungen im Text. 


Die methodischen Fortschritte der Mjkroanalyse des Blutes legen 
es nahe, den Ablauf des intermediaren Eiweibstoffwechsels durch 
systematische Blutuntersuchungen zu beobachten. In der chemischen 
Zusammensetzung des Blutes spiegeln sich die assimilatorischen und 
dissimilatorischen Vorginge, der Transport von Nahrstoff zu den 
einzelnen Organen und der Abtransport von Stoffwechselschlacken 
wider. Wir kénnen aber, wenn wir beim gleichen Tiere unter gleichen 
Verhiltnissen arbeiten und nur eine Komponente — z. B. die Nahrungs- 
zufuhr — variieren, Veranderungen, die gesetzmabig ablaufen, auf 
die Variable beziehen. Die in der Literatur vorliegenden, mit einwand- 
freier Methodik erhobenen Befunde sind nicht zahlreich und vor allem 
vielfach widersprechend. 


In exakten Versuchen haben Folin und Denis gezeigt, daB der Rest-N- 
Gehalt des Blutes und der Muskulatur von Katzen nach oraler Eiweil- 
oder Aminoséurezufuhr ansteigt und daB es erst spater zu einer Zunahme 
des Blutes an Harnstoff kommt. Van Slyke und seine Mitarbeiter kamen 
mit anderer Methode zu grundsiatzlich gleichen Versuchsergebnissen wie 
Folin und erweiterten dieselben. Bei der Deutung der Befunde legte 
van Slyke besonderen Wert auf die Tatsache, daB die Leber nach EiweiS- 
zufuhr rascher und in héherem AusmaS Aminoséuren zuriickhalt als die 
Muskulatur, daB sie aber bereits nach 3 Stunden fast véllig von ihrem 
Aminosaurenballast befreit ist, wahrend der Aminoséuregehalt der Musku- 
latur zu dieser Zeit noch beinahe unverandert hoch gefunden wird. Er sieht 
darin eine Stiitze der alten Lehre, daB die Leber der Hauptsitz des Amino- 
siéureabbaues und der Harnstoffproduktion sei. Folin und seine Mitarbeiter 
deuten die angefiihrten Befunde als Folgen einer Pufferwirkung der Leber. 
Diese nehme infolge ihrer zentralen Stellung und ihres Gefé®reichtums 
zunachst einen groBen Teil der zur Resorption gelangenden Aminoséuren 
auf, waihrend die iibrigen Organe und besonders die Muskulatur sich erst 
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allmahlich damit séttigen. Wenn infolge der dauernden Entnahme durch 
die Organe der Aminoséurespiegel im Blute sinke, gabe die Leber die ge- 
speicherten Aminoséuren an das Blut ab, welches dieselben weiter den 
Organen zufiihre. Daher komme es, daf man in der Leber viel kiirzere Zeit 
die aufgenommenen Aminosaéuren nachweisen kénne als in der Muskulatur. 
Auch den Befund van Slykes, daB der Harnstofigehalt des Blutes sofort 
za steigen beginne, wenn nach starker Fiitterung das Fleisch ins Duodenum 
gelange, halt Folin nicht in dem von van Slyke angenommenen Sinne fiir 
beweisend, da er und Lyman zeigen konnten, daB Resorption auch schon 
vom Magen aus erfolge. Der nach Fleischfiitterung gefundene Harnstoff 
miisse nach Folin — nicht aus sofort abgebauten Aminoséuren stammen, 
sondern kénne auf NH, und Harnstoff bezogen werden, die mit dem Fleisch 
priformiect zugefiihrt worden seien. Selbst bei direkter Einverleibung 
isolierter Aminoséuren (Glykokoll) in den Darm steige der Rest-N in den 
ersten Minuten wesentlich rascher als der U*-N, so daB nach Ansicht von 
Folin die Schliisse van Slykes kemeswegs zwingend erscheinen. Die Befunde 
Folins wurden von Gottschalk und Nonnenbruch bestatigt. In. einer exakt 
ausgefiihrten, aber bloB bis zu 6 Stunden ausgedehnten Versuchsreihe an 
Menschen, denen Glykokoll, reines und vorverdautes Casein oder eine 
gemischte Mahlzeit gereicht wurde, bestimmten Folin und Berglund Rest-N, 
Harnstoff-N und Aminosaéure-N im Gesamtblut, Blutkérperchen und 
Plasma. Die Autoren fanden in den ersten Stunden nach der Mahlzeit 
einen Anstieg des Aminosiure-N besonders im Plasma, aber auch in den 
Erythrocyten. Der Harnstoff-N begann erst gegen SchluB der Versuche 
anzusteigen. In diesen Versuchen mit relativ geringer EiweiBzufuhr (maximal 
12g N bei einem 90 kg schweren Manne) ist wenigstens im Anfang des 
Anstiegs eine gewisse Bedeutung des Amino-N fiir die Rest-N-Steigerung 
erkennbar. Die Untersucher fanden auch eine geringgradige Steigerung 
des undefinierten Rest-N, den sie mit Histonen in Zusammenhang brachten. 
In &hnlicher Versuchsanordnung fanden Jacobsen und Edwards nach Zufuhr 
von 50 g EiweiB bei Normalpersonen einen allmahlichen Anstieg des Harn- 
stoffgehalts (um etwa 8 bis 12 mg-%) im Blute, der nach etwa 6 Stunden 
das Maximum erreichte und dann allméhlich innerhalb von 24 Stunden 
zum Ausgangswert absank. 





Schon viel frither hatte Constantino den Aminosiuregehalt in Blut- 
kérperchen und Plasma nach Fleischfiitterung bestimmt und mit dem 
niichterner Tiere verglichen. Er fand nach Fleischfiitterung devitlich héhere 
Werte des formoltitrierbaren N (nach Sérensen) in den Erythrocyten, 
nicht aber im Plasma. Gyérgy, Gyorgy und Zunz fanden gleichfalls 4 Stunden 
nach Fleischfiitterung einen Anstieg der Aminoséuren im Blute. Perry 
Pepper und Austin haben als erste in systematischer Weise den Ablauf 
der Rest-N-Kurve im Blute von Hunden nach Fleischfiitterung untersucht 
und zum Vergleich die Rest-N-Schwankungen von niichternen Tieren 
bestimmt. Nach mittelgroBer EiweiBzufuhr (0,4g N pro 1 kg Koérper- 
gewicht plus Fett und Kohlehydrat) erreichte die Rest-N-Kurve mit 
+ 9mg-% das Maximum nach 2 Stunden, um nach 10 bis 14 Stunden 
auf den Ausgangswert zuriickzukehren. Nach hohen Fleischgaben (1 bis 
2,5g N pro 1 kg Ké6rpergewicht plus Fett und Kohlehydrat) betrug die 
maximale Steigerung 25 bis 40 mg-%, wurde erst nach 6 bis 8 Stunden 
erreicht und war auch nach 24 Stunden noch nicht véllig zum Ausgangs- 
wert abgesunken. Bei Hungertieren sank der Blut-Rest-N in den ersten 
30 bis 40 Stunden allmahlich um 12 bis 18 mg-°, ab. Dann kam es zu 
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einem raschen Anstieg um etwa 25 bis 28 mg-°®, und zu einer Stabilisierung 
auf diesem erhéhten Niveau. 

Bang, dem wir viele Methoden verdanken, hat auch zur Untersuchung 
der verschiedenen N-Fraktionen eigene Verfahren angegeben. Auch e1 
fand eine Steigerung des Rest-N im Blute nach EiweiBfiitterung und im 
protrahierten Hungerzustande. Seine Angaben iiber den U*t-N und Amino. 
saure-N sind mit den mittels anderer Methoden gewonnenen Zahlen nicht 
vergleichbar, da er den Harnstoff nach Extraktion in Alkohol-Ather be- 
stimmt und als Aminoséurefraktion die ganze Differenz zwischen Rest-N 
und U*N-Fraktion berechnet. Da in ihr nicht nur Kreatin, Kreatinin und 
Harnsaéure, sondern vor allem der ,,undefinierte Rest-N‘* enthalten ist. 
fallen diese Werte aus dem Rahmen unserer Betrachtungen. Auch Corinaldes: 
bestimmte den Rest-N im Blute nach Bang und fand, dai er bereits eine 
Stunde nach der Mahlzeit ansteigt, nach etwa 4 Stunden sein Maximum 
und nach 7 bis 8 Stunden den Ausgangswert erreicht. De Snoo untersuchte 
den Aminosiéiuregehalt des Menschen-, Pferde- und Rinderblutes mittels 
der Methoden von van Slyke, Sérensen und Bang. Die mit letzterer er- 
mittelten Zahlen waren zwei- bis viermal héher als die mit den beiden 
anderen Methocen erhaltenen. Diese zeigten aber bei Ausschaltung aller 
Fehlerquellen gute Ubereinstimmung. Nach EiweiSnahrung kam es meistens 
zu einer deutlichen Erhéhung der Aminoséiure-N-Werte im Blute, deren 
GréBe von dem Zeitpunkt der Blutabnahme nach der Mahlzeit abhangig war. 
Zu aihnlichen Ergebnissen kam Marino, der 4 bis 5 Stunden nach Pferde- 
fleischfiitterung bei Hunden das Maximum des Aminosiureanstiegs im 
Blute fand (bis fast 100° des Ausgangswertes von 3,3 bis 6,6 mg-°, N). 
Hiilse und Strauss haben bei einer groBen Anzahl gesunder und kranker 
Personen den Rest-N, Harnstoff, Aminoséure- und Polypeptid-N bestimmt. 
Sie fanden bei hypertonischen Nephritikern eine betrachtliche Vermehrung 
des formoltitrierbaren N nach Saéurehydrolyse. Beim Gesunden ermittelten 
sie nach einer Mahlzeit, die aus 200g gehacktem Fleisch bestand nach 
1%, Stunden keine sicher auBerhalb der Fehlergrenze der Methode liegende 
Erhéhung des Polypeptid-N. v. Falkenhausen belastete Versuchspersonen 
mit Aminosaéuregemischen (Rektamin). Bei Gaben von 20 ¢ stieg bei Ge- 
sunden der Aminoséure-N innerhalb einer Stunde durchschnittlich um 
50°, des Ausgangswertes und erreichte denselben nach einer zweiten 
Stunde wieder. Kotschneff bestimmte im Blute der Vena portae, hepatica, 
renalis und der Arteria renalis bei angiostomierten Hunden den Amino- 
sdure- und Polypeptid-N niichtern, sowie 24 bis 5 Stunden nach ver- 
schiedener Nahrungszufuhr. Bei Durchsicht der angefiihrten Zahlen ergibt 
sich, daB die Unterschiede zwischen Blut der einzelnen GefaiBgebiete die 
Versuchsfehlergrenzen nicht itiberschreiten. 20 Minuten nach direkter 
Einverleibung von reinen Aminosaéuren (2 g d, l-Leucin bzw. 5 g d, l-Valin) 
ins Duodenum fand Kotschneff im Portalblut eine Steigerung des Poly- 
peptid-N um 1,58 bzw. 4mg-%. Aus diesen beiden Befunden glaubt die 
Autorin, auf eine Synthese von Polypeptiden in der Darmwand schlieBen 
zu kénnen. Eine ausgezeichnete Untersuchung iiber das Verhalten des 
Rest-N und aller seiner Fraktionen im Blute niichterner und hungernder 
Tiere verdanken wir Morgulis und Edwards. 


Uberblicken wir die kurze Literaturiibersicht, so sehen wir, dab 
trotz der zahlreichen wertvollen Untersuchungen, wenigstens soweit 
uns das Schrifttum zuginglich war, keine erschépfenden Angaben 
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lariiber existieren, wie sich der Rest-N und seine einzelnen Fraktionen 
nach Eiweibbelastung verhalten. Nur sehr wenige Autoren haben 
sich mit dieser Frage beschaftigt. Perry Pepper und Austin haben ja 
einerseits nur den Rest-N im Blute verfolgt und auberdem gleichzeitig 
mit Fleisch noch Fett und Kohlehydrate verfiittert. Auch Folin und 
Berglund haben in ihrer bereits ausfithrlich besprochenen Arbeit wichtige 
hierher gehorende Befunde erhoben. Da sie aber in erster Linie die 
Frage des Ortes und Zeitpunktes der Harnstoffbildung aus Aminosauren 
interessierte, haben sie ihre Versuche zu dem Zeitpunkt abgebrochen, 
in welchem der Amino-N-Gehalt des Blutes zum Ausgangswert herab- 
gesunken war ohne Riicksicht auf die iibrigen Rest-N-Fraktionen. 
Wir haben uns die Aufgabe gestellt, festzustellen, wie sich der 
Rest-N des Blutes und seine einzelnen Fraktionen nach oraler Eiweib- 
oder Peptenzufuhr verandern. Weiter wollten wir untersuchen, ob 
und inwieweit die intermediare Eiweibverwertung sofern sie sich 
im Blutchemismus widerspiegelt beeinfluBt wird durch das Er- 
nihrungsregime, an welches das Versuchstier in einer, Vorperiode 
gewohnt worden war. In weiteren Experimenten, deren Besprechung 
in einer folgenden Arbeit begonnen wird, soll die hormonale Beein- 
flussung des chemischen Blutbildes nach Eiweifbbelastungen fest- 
gestellt werden. In Hinblick darauf stellen die in dieser Mitteilung 
gebrachten Untersuchungen auch die normalen Vergleichswerte fiir 
die spiiteren Befunde dar. Gerade deshalb haben wir besonderen Wert 
darauf gelegt, die Belastungen nicht nur mit Eiweib, sondern vor allem 
auch mit Witte-Pepton vorzunehmen. Auf diese Weise haben wir von 
der Trypsinverdauung unabhangige Befunde erhalten, die mit den bei 
pankreasdiabetischen Hunden erhobenen Zahlen direkt vergleichbar sind. 


Der Rest-N und seine Fraktionen. 

Der nichtkoagulable Stickstoff des Blutes ist zusammengesetzt 
aus dem Harnstoff-N, dem Polypeptid-N, dem Aminosiure-N, dem 
Harnsiure- und dem Kreatin- bzw. Kreatinin-N. Es bleibt nach 
Addition des Stickstoffgehalts aller dieser Fraktionen noch immer ein 
Rest iibrig, der in der englischen Literatur als ,,undetermined N“ 
bezeichnet wird. Die GréBe dieser Fraktion variiert sehr. So hat 
z. B. Morgulis auf dem letzten StoffwechselkongreB darauf hingewiesen, 
da8 mit der Steigerung des Rest-N-Gehalts des Blutes im Hunger- 
zustand auch ein Anstieg dieser unbekannten stickstoffhaltigen Sub- 
stanzen zu beobachten ist. Es gibt verschiedene Angaben iiber die 
Natur dieser Substanzen. Aber einerseits sind dieselben noch nicht 
sichergestellt und andererseits fehlen Methoden, um diese in kleinen 
Blutmengen direkt zu erfassen. So haben wir uns denn zunachst darauf 
beschrinkt, den Gesamt-Rest-N neben den bekannten Fraktionen zu 
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bestimmen und aus der Differenz den ,,undefinierten N*‘ zu berechnen 
Der Rest-N-Gehalt des normalen Blutes wird verschieden hoch g: 
funden, je nach der Methode, die zu seiner Bestimmung gewahlt wird 
Diese methodisch bedingten Unterschiede machen sich bei Agalysen 
im Serum weniger geltend als im Gesamtblut. Wir haben stets 
das Gesamtblut analysiert, erstens weil namhafte Autoren (Folin 
Constantino, Bang, Steinitz und Simchowitz u. a.) den Gehalt von Blut- 
kérperchen und Plasma an N-haltigen Substanzen vielfach voneinande: 
abweichend fanden. Wir hielten es daher fiir bedenklich, willkiirlich 
auf die in den Blutzellen enthaltenen und von ihnen absorbierten 
N-haltigen Substanzen zu verzichten. Wir wollten auch nicht un- 
bekannte und schwer kontrollierbare Veranderungen interferieren 
lassen, wie solche wahrend des Gerinnungsvorganges und in der zu 
Serumgewinnung notigen Zeit vor sich gehen kénnten. Endlich aber 
ist die fiir Serumanalysen benétigte Blutmenge wesentlich gréBer als 
die zu Gesamtblutuntersuchungen erforderliche. Da bei den von uns 
ausgefiihrten Serienuntersuchungen acht Entnahmen in 24 Stunden 
gemacht wurden, kam es natiirlich darauf an, die fiir die einzelnen 
Analysen bendétigte Blutmenge so klein als méglich zu halten. 

Die Mikroanalysen des Rest-N werden nach verschiedenen Methoden 
gemacht, die untereinander bei exakter Durchfiihrung gut tiberein- 
stimmende Werte geben, wofern die Enteiwei®ungsart die gleiche 
bleibt. Verandert man diese, so andern sich auch die gefundenen 
N-Werte. Dariiber gibt es bereits ausfiihrliche Untersuchungen, so 
daB darauf nicht naher eingegangen werden mu (vgl. Sjollema und 
Hetterschy, Hiilse und Strauss, Steinitz, Hiller und van Slyke, Feigl, 
Greenwald u.a.). Auf Grund der vorliegenden Befunde haben wir uns 
fiir die EnteiweiBung mit Trichloressigsiure in der Kalte entschieden, 
die stets gleichmaBige Resultate ergibt. Die Trichloressigsaure stellt 
einerseits einygut haltbares Reagens dar, andererseits sprengt sie in 
der Kalte aus reinen EiweiBkérpern keine N-haltigen Substanzen ab, 
und drittens endlich ist die Fallung relativ unabhangig von der H-lonen- 
konzentration (im Gegensatz zur Metaphosphorsaure vgl. Grigaut und 
Zizine). Diese Methode gibt unter den gebrauchlichen EnteiweiBungs- 
arten die héchsten Werte. Da alle unsere Filtrate — wie wir stets 
eigens kontrollierten — abiuret, also frei von Protein-N waren, 
so liegt darin die Gewahr, daB wir auf diese Weise den Nichteiweif-N 
moglichst vollistandig erfaBt haben. Da’ — wie Hiilse und Strauss 
hervorheben — mit Trichloressigsiure ebenso wie mit den anderen 
iiblichen Fillungsmitteln die Albumosen mitgefallt werden, war fii 
unsere Untersuchungen kein Nachteil, da wir ja unser Augenmerk aut 
die niedermolekularen Kérper gerichtet haben. Die von uns angewandte 
Methode war also folgende. 
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Methodik. 

Zur Ausfithrung der verschiedenen Analysen wurden etwa 8 bis 10 cem 
Blut aus der Ohrvene des Versuchshundes in eine mit ein paar Oxalat- 
kristallen beschickte Eprouvette entnommen. Da wir darauf Gewicht 
legten, aus den gleichen Blutproben die verschiedenen N-Fraktionen zu 
bestimmen, muBten wir die zu den einzelnen Untersuchungen verwendeten 
Blutmengen so klein wie méglich halten und dementsprechend auch die 
Quantitaten der verwendeten Reagenzien modifizieren. 

Fiir die Rest-N-, Aminosiéure- und Polypeptid-N-Bestimmungen 
wurden 6cem Oxalatblut mit dem doppelten Volumen Wasser versetzt 
und mit 12cem 20°,iger Trichloressigsiure gefaillt. Vom klaren Filtrat 
wurden zweimal je 5 cem (entsprechend je I cem Vollblut) in Mikrokjeldahl- 
kélbchen mit 1 cem konzentrierter H,SO, und ein paar Tropfen gesattigter 
CuSO,-Lésung verascht. Hierauf wurde der im Apparat von Parnas- 
Wagner mit KOH ausgetriebene NH, auf jodometrischem Wege mit n/50 
Thiosulfatlésung ermittelt. c 

Zur Aminoséure- und Polypeptidbestimmung haben wir nach dem 
Vorgang von Becher und Hermann ebenfalls das Trichloressigsaéurefiltrat 
benutzt. Wir nahmen zur Aminosaéurebestimmung 0,5cem Filtrat und 
neutralisierten es in einer Eprouvette mit genauer Marke bei 6 ccm unter 
Zusatz von alkoholischer Phenolphthaleinlésung mit n/2 KOH. Sodann 
wurde durch Zugabe von drei Tropfen Na,C O,-Lésung nach Folin alkalisch 
gemacht und 0,8cem Folins Aminosdéurereagens zugefiigt. Nach 24stiin- 
digem Aufenthalt im Dunkeln wurden je 0,5 ccm Essigsdéureacetat (Lésung 
nach Folin) und 4°,ige Natriumthiosulfatlésung zugesetzt und mit 
destilliertem Wasser bis zur Marke aufgefiillt. Der N-Gehalt wurde kolori- 
metrisch bestimmt gegen eine Glykokollésung, die 0,6 mg-°, N enthielt. 

Zur Bestimmung des Polypeptid-N wurden je 4cem des Trichlor- 
essigsdurefiltrats mit 0,4 ccm konzentrierter H,SO, versetzt und 7 Stunden 
am RiickfluBkiihler gekocht. Nach den Angaben von Becher und Hermann 
wurden sodann die ,,fliichtigen, basischen Substanzen** am Wasserbad im 
Luftstrom vertrieben und auf 32 ccm bei neutraler Reaktion mit destilliertem 
Wasser aufgefiillt. Hierauf wurde in 2 ccm dieser Lésung der Aminoséure-N 
wie oben bestimmt. 

Zur Harnstoffanalyse wurde je 0,1 cem Oxalatblut mit ,,Arlco‘-Urease 
genau nach der von KAlisiecki angegebenen Methode verarbeitet. 

Fiir die Bestimmung von Gesamtkreatinin und Harnséure wurden 
etwa 2ccm Oxalatblut nach Folin-Wu enteiweiBt. Ersteres wurde in je 
5 cem des Filtrats genau nach der in Folins ,,Laboratory Manual of Biological 
Chemistry’ (New York 1922, S. 247) angegebenen Methode bestimmt. 
Der Harnsaéuregehalt wurde in je 2,5cem des Folin-Wu-Filtrats nach 
Benedict ermittelt. Da sich im Laufe der Untersuchungen zeigte, daB 
unter unseren Versuchsbedingungen Schwankungen im Gesamtkreatinin- 
und Harnsaéuregehalt nur innerhalb der Fehlergrenzen der Methoden zu 
beobachten waren, haben wir spater oftmals nur eine Analyse im Verlauf 
eines Versuchs gemacht und den erhaltenen Wert als Konstante bei der 
Berechnung des ,,undefinierten N‘‘ verwendet. 

‘Den undefinierten N ermittelten wir als Differenz zwischen dem 
Gesamtrest-N und der Summe aller analysierten Rest-N-Fraktionen. 

Zur Erforschung des Einflusses der Ernaihrungslage wurden die Hunde 
6 Tage vor jedem Versuch auf eine gleichbleibende Vorkost gesetzt. Diese 
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bestand bei Eiwei®vorfiitterung in etwa 5g gekochtem Pterdefleisch, 
5g gekochtem ,,Kuttelfleck’* (Darm + Mesenterium von Rindern) und 
20g gekochtem Maisgries pro 1 kg Kérpergewicht. Als Fliissigkeit wurde 
den Tieren etwas Fleischsuppe und Wasser ad libitum gegeben. Bei Kohle- 
hydrat-Fettvorfiitterung wurde den Hunden gereicht: 25g gekochter 
Maisgries und 5g roher Speck pro 1 kg Koérpergewicht plus wenig Suppe 
und Wasser ad libitum. 

Die letzte Fiitterung erfolgte jeweils 16 Stunden vor dem Versuch. 
Am Versuchstage wurden die Niichternwerte bestimmt und hierauf die 
Belastung vorgenommen. Diese bestand entweder in 50g rohem (ent- 
sprechend 30g gekochtem) Pferdefleisch pro 1 kg Kérpergewicht, oder in 
10g Witte-Pepton pro 1 kg Korpergewicht. Das Fleisch wurde von den 
Tieren gierig gefressen, das Witte-Pepton wurde in méglichst wenig Wasser 
heiB gelést und mit Schlundsonde verabreicht. Wasser stand den Tieren 
wahrend der ganzen Versuchszeit frei zu Gebote. 

Die Blutentnahmen zur Analyse erfolgten gewéhnlich sechsmal in 
zweistiindigen Intervallen. Die letzten Entnahmen wurder nach etwa 
15 Stunden (manchmal ausgelassen) und stets nach 24 Stunden gemacht. 


Experimentelle Ergebnisse. 
Die Resultate der einzelnen Versuche sind aus beigefiigten Tabellen 
ind Abbildungen ersichtlich. 


Besprechung der Versuchsergebnisse. 
Niichternwerte. 

Betrachten wir zunichst die Niichternwerte. Uber den Gesamt- 
Rest-N des Hundeblutes finden sich in der Literatur — allerdings ohne 
Beriicksichtigung der Vorkost — mehrere Angaben. 

So fanden bei WolframatenteiweiBung nach Folin-Wu, Scheunert und 
Pelchrzim 24 bis 30 mg-°%, v. Falkenhausen 24 bis 46 mg-°,, Pepper und 
Austin 19 bis 27 mg-°,, Morgulis! und Edward 32 bis 40 mg-°,. Mit 
Phosphor-MolybdansaureenteiweiBung nach Bang arbeiteten S. Okada und 
T. Hayashi sowie Gottschalk und Nonnenbruch. Die Durchschnittszahlen 
der ersteren liegen wesentlich héher als die von anderen Autoren gefundenen 
und schwanken um mehrere 100°,. Die Niichternwerte unserer Hunde, 
die in der Vorperiode mit Fleisch vorgefiittert waren, bewegen sich mit 
zwei Ausnahmen zwischen 35 und 39,2 mg-°, Rest-N. Der eine der beiden 
aus der Reihe fallenden Werte (47,9 mg-°,,) stammte von einem Tiere, dem 
2 Monate vor dem Versuch die Milz entfernt worden war. Der zweite Wert 
(49,6 mg-°,,) wurde aber bei einem Tiere gefunden, das vollstandig normal 
war. Nach Fett-Kohlehydratvorkost sind die von uns gefundenen Rest-N- 
Werte im Durchschnitt deutlich niedriger als die vorhin besprochenen. 
Drei Werte liegen zwischen 28 und 30 mg-°,, einer bei 34,8, ein weiterer 
bei 38,9 und einer endlich bei 44 mg-°,. Der letzte so auffallend aus der 
Reihe fallende Befund wurde bei einem kleinen Tiere erhoben, das an- 
scheinend die fettreiche Nahrung nicht gut vertrug. Darauf ist es wohl 
zuriickzufiihren, daB bei diesem Tiere der Niichternwert nach eiweilarmer 


1 Daselbst Angaben iiber die von anderen Autoren gefundene Héhe 
der N-Fraktionen im normalen Hundeblut. 
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Vorkost héher liegt als nach Fleischvorfiitterung, ein Befund, den wir b« 
anderen Hunden nie beobachtet haben. Der Einflu®B der Vorkost zeig: 
sich besonders deutlich in den U*-N-Niichternwerten. Diese schwanke; 
nach einer Vorperiode mit Fleischkost' zwischen 12 und 24 mg-°,, nac! 
eiweiBarmer Vorbereitungszeit zwischen 5 und 10 mg-°,. In der Literatu: 
finden sich einige wenige Werte, die bei Hunden allerdings ohne Riicksich: 
auf Vorkost erhoben worden sind. Gad Andersen fand mit seiner Method: 
einen Durchschnittswert von 20 mg-°®, (11 bis 60 mg-°;,), Scheunert und 
Pelchrzim geben auf Grund von Bestimmungen nach Folin 11 bis 16,7 mg-' 
und Morgulis und Edwards endlich 11 bis 15 mg-°, U*t-N an. Addis und 
Watanabe haben gefunden, daB beim Menschen neben anderen Faktore 
auch die Vorkost die Héhe des U*-N-Spiegels im Blute beeinfluBt. 

Der Aminosiure-N wurde bereits wiederholt im Hundeblut bestimmt. 
Mittels der Methode von van Slyke und Meyer fanden die beiden Autoren 
3 bis 5mg-°., Gyérgy 4,8 mg-°%, Blau 4,1 bis 5,3 mg-°,, Bock, der die 
Methode etwas modifizierte, 6,6 bis 8,5 mg-°,, Okada und Hayashi 6,3 bis 
8,8 mg-°., Kotschneff 6,3 mg-°,. Mittels Formoltitration nach Sdérense, 
ermittelte Constantino 5 mg-°,. Die Methode von Folin benutzte Falke) 
hausen, der Werte von 7,7 bis 11,6 mg-°, fand. Die von uns nach dem 
gleichen Prinzip gewonnenen Zahlen stimmen mit seinen gut iiberein (7,5 
bis 10,5 mg-°,). Bemerkenswert ist dabei, daB sich ein EinfluB der Vorkost 
auf die Héhe der Aminosaéure-Niichternwerte nicht feststellen laBt. Wo 
am gleichen Tiere Bestimmungen nach verschiedenen Vorfiitterungen 
gemacht wurden, liegen die Niichternwerte fast immer innerhalb der auch 
bei gleicher Vorperiode beobachteten physiologischen Schwankungen. 

Das Vorkommen von Polypeptiden im Normalblut ist nicht un 
bestritten. Abderhalden fand im Dialysat des Normalblutes keine Biuret- 
reaktion gebenden Substanzen und stellte das Vorkommen niedriger Peptide 
zur Diskussion; AKlewitz dagegen glaubt nach Einengung von Dialysaten 
biurete, von ihm als Albumosen bezeichnete Kérper nachgewiesen zu 
haben. Demgegeniiber stellten sich Hiilse und Strauss auf Abderhaldens 
Standpunkt. Sie fanden im Blutfiltrat gesunder Menschen nach Saure- 
hydrolyse mit Hilfe der Methode von van Slyke um héchstens 3 mg-° 
Aminosaure-N mehr als vor der Hydrolyse und glauben, da8 diese Differenz 
noch innerhalb der Fehlergrenzen der Methode gelegen ist. Unter pathologi- 
schen Bedingungen wiesen sie dagegen betrachtliche Mengen Peptid nach. 
Becher und Herrmann ermittelten bei Bestimmung des Aminosaéure-N 
nach Folin 2,5 bis 3,0 mg-°, saurehydrolysierbaren N. Hiller und van Slyk 
fanden im Ochsenblut 5,0 bis 9,8 mg-°%, Peptid-N, Kotschne/f beim 
niichternen Hunde 4,2 mg-°,. 

Blau fand endlich im normalen Menschen- und Rinderblut keine 
auBerhalb der Fehlergrenzen liegende Menge von Polypeptid-N. Jedentalls 
wurde von keinem der Autoren, die daraufhin untersuchten, der Befund 
von Klewitz iiber Biuretreaktion gebende K6érper im eiweiBfreien Filtrat 
von Normalblut bestatigt. Wir fanden im Blute niichterner Hunde stets 
Polypeptid-N. Wenn auch die Fehlergrenzen der Methode weitere sind 
als bei den bisher besprochenen Bestimmungsmethoden der N-haltigen 
Fraktionen des Blutes, so liegen doch unsere Werte zweifellos jenseits 
derselben. Bei den geringen Schwankungen der an sich relativ niedrigen 
Werte (3,8 bis 7,0 mg-°,) 14Bt sich ein EinfluB der Vorkost nicht feststellen. 


Harnsaure konnten wir im Niichternblut stets nachweisen. Die 
von uns gefundenen Werte bewegen sich zwischen 0,85 und 3,0 mg-°, 
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Harnsaure und stehen in guter Ubereinstimmung mit den von Morgulis 
und Edwards gefundenen. Dagegen leugnen Scheunert und Pelchrzim 
das Vorkommen von Harnsaure im Hundeblut. Die von uns erhobenen 
Kreatin +- Kreatininwerte lagen zwischen 7 und 7,5 mg-°,, sind somit 
etwas héher als die von Morgulis und Edwards (3,7 bis 5,6 mg-°.,,). 
sowie von Scheunert und Pelchrzim (3,1 bis 4,1 mg-°,,) gefundenen. 
Feigl ermittelte bei gesunden Menschen Gesamtkreatininzahlen, die 
sich mit unseren decken (6,0 bis 8,6 mg-°,). Mit Riicksicht auf die 
geringe Bedeutung, die der Harnsiure- und der Gesamtkreatinin-N 
fiir die quantitative Verteilung des Rest-N auf die einzelnen Fraktionen 
spielt, haben wir diese beiden Substanzen in unseren Tabellen nicht 
getrennt, sondern ihren N-Gehalt addiert in einer Kolonne angefiihrt. 

Da der undefinierte N nicht direkt bestimmt werden kann, sondern 
aus der Differenz von Gesamt-Rest-N und der Summe aller Einzel- 
fraktionen errechnet wird, summieren sich in ihm samtliche Versuchs- 
fehler. In Hinblick darauf mui zunachst festgestellt werden, dais die 
als undefinierter N berechneten Werte bei einigen Vorsuchen im 
Niichternblut so niedrig sind, da8 wir in diesem das Vorhandensein 
einer derartigen Fraktion nicht mit Sicherheit behaupten kénnen 
(1,6, 2,5 eventuell 4,3 und 4,7 mg-°,). Bei den meisten Tieren zeigte 
jedoch schon das Niichternblut Werte, die auBerhalb der Fehlerméglich- 
keiten sind (5,5, 7,3, 9,8, 9,9, 10,8, 10,9, 11,7, 12.8, 20,4). Die von 
Morgulis und Edwards zu ihren Hungerversuchen benutzten Hunde 
besaBen siimtlich schon zu Beginn der Experimente, also 24 Stunden 
nach der letzten Mahilzeit, eine ziemlich groBe Menge undefinierten N. 
Diese bewegte sich bei den verschiedenen Tieren zwischen 23 und 40 mg-°,, 
des Gesamt-Rest-N. Nach Folin und Berglund schwankt der undefinierte 
N bei gesunden jungen Mannern im Niichternblut zwischen 10,1 und 
17,5 mg-°,. Da diese Autoren jedoch den Harnséiure- und Kreatin 
+ Kreatinin-N vernachlissigen, so liegen ihre Werte wohl durch- 
schnittlich um 2,5 mg-°,, zu hoch. Zusammenfassend kann man also 
sagen, dafs sowohl nach den Angaben in der Literatur, von denen hier 
nur einige angefiihrt wurden, wie nach unseren Befunden aucli im 
Niichternblut N-haltige Substanzen vorkommen, iiber deren Natur 
wir vorlaufig nichts aussagen kénnen. 


EinfluB der EiweiBverdauung und Resorption auf den Spiegel des Rest-N 
und seiner Fraktionen im Blute. 


In der einleitenden Literaturbesprechung haben wir auf einige 
Angaben hingewiesen, die sich auf den Einflu8 der Resorption stickstoff- 
haltiger Substanzen auf den Blutchemismus beziehen, so insbesondere 
auf die von Pepper und Austin, Folin und Berglund. Wir haben, wie 
ebenfalls schon einleitend bemerkt, besonderen Wert darauf gelegt, 
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den gesamten Ablauf der Vorgiinge zu verfolgen und dabei alle 
Fraktionen zu untersuchen, die Verainderungen im Gefolge der oralen 
Eiweibeinverleibung zeigten. Daher haben wir, als sich im weiteren 
Verlauf der Arbeit zeigte, da die Gesamtkreatinin- und Harnsiure- 
fraktion bei unserer Versuchsanordnung nur innerhalb der Fehler- 
grenzen der Methode variierte, darauf verzichtet, bei jeder einzelnen 
Entnahme auch diese Fraktionen zu bestimmen, und uns dann darauf 
beschrankt, pro Versuch eine Analyse auszufiihren. Ja selbst dort, 
wo wir bei allen Entnahmen im Verlauf des Versuches Kreatinin und 
Harnsiure bestimmt haben, wurden bei Zeichnung der Diagranime 
die Mittelwerte dieser Fraktionen auf N umgerechnet konstant gesetzt. 

Was nun den Verlauf der einzelnen Versuche betrifft, so ergibt 
sich zunichst, daB die Wirkung der Vorkost sich nur dort geltend 
macht, wo bereits die Niichternwerte einen Einflu8 derselben zeigen. 
Dies gilt in erster Linie vom Harnstoff-N und dann auch vom Gesamt- 
Rest-N. Es zeigt sich namlich, daB diese beiden Kurven — vor allem 
aber wieder die U+-N-Kurve — nach eiweiBarmer Vorkost auf Fleisch- 
oder Peptonbelastung viel steiler ansteigen als nach eiweibreicher 
Vorfiitterung. Als Beispiel sei hier auf Hund Nr. 2 verwiesen, dessen 
U+-N innerhalb der ersten 4 Stunden nach Fleischvorperiode um 
14 mg-®,, nach Fettkohlehydratvorfiitterung um 21 mg-°,, ansteigt; 
die entsprechenden Gesamt-Rest-N-Steigerungen sind 16,8 bzw. 
31,4 mg-°,. Das Maximum der Harnstoff- und Gesamt-Rest-N-Werte 
im Blute wird bei allen Tieren ohne Riicksicht auf die Vorkost ungefahr 
zwischen der sechsten und achten Stunde erreicht. Im allgemeinen 
liegen die Maxima bei Peptonbelastung etwas friiher als nach Eiweif- 
gabe. Der abfallende Kurventeil zeigt keine Beziehung zur Vorperiode 
und jauft ziemlich gleichmaBig ab. Oft bleibt die U+-Kurve etwas 
langer auf ihren héchsten Werten als die Rest-N-Zahlen, dadurch 
kommt es in einigen Fallen zu einer Divergenz zwischen der Gesamt-Rest- 
N-Kurve und der ihrer gréBten bekannten Fraktion. Aus der Fest- 
stellung, daB die Werte ohne Beziehung zur Vorfiitterung abfallen, 
folgt, daB die in den Niichternwerten konstatierte Diskrepanz zwischen 
eiweiBreich und eiweiBarm gefiitterten Tieren nach der Belastung 
nicht mehr feststellbar ist. Das hat seinen Grund darin, dab die ersteren 
in ihren U*-N- und Rest-N-Werten nach Fleisch- oder Peptonbelastung 
fast immer innerhalb von 24 Stunden auf ihre Niichternwerte zuriick- 
kehren. Die mit Fett-Kohlehydrat genahrten Tiere streben dagegen 
ihren niedrigen Ausgangswerten nicht mehr zu, sie stellen sich vielmehr 
auf ein Niveau ein, das in der Héhe ihrer Niichternwerte nach eiweib- 
reicher Vorperiode liegt. 


Entsprechend den niedrigeren Ausgangswerten sind die absoluten 
Steigerungen des Rest- und U*-N bei eiweiBarmer Vorkost gréSer 
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5 als nach proteinreicher (Ausnahme Hund Nr. 3). Dies zeigt sich ohne Riick- 
d sicht darauf, ob mit Pcpton oder mit Fleisch belastet wurde, trotzdem 
; die absolute Héhe der gefundenen Steigerungen sehr verschieden war 
So finden wir z. B. bei Hund Nr. 1 nach eiweibreicher Vorkost 

und Fleischbelastung Rest-N-Steigerung um 23.2, 24.5 bzw. 26.5 mg-°,, 
U+-N-Steigerungen um 13,7, 18.7 bzw. 22.5 mg-°.,, bei Fett-Kohle- 


hydratvorkost Rest-N-Steigerung um 31,3 mg-°,, Ut-N-Steigerung um 


32 mg-°,. Bei Peptonbelastung nach Fleischvorkost steigt der Rest-N 
um 49 mg-°,,. der UT-N um 24.4 mg-”,,. Bei diesem Hunde mu erwahnt 
werden, daB wir an ihm im Verlauf der Untersuchungen eine Milz- 
exstirpation vorgenommen haben. Marino sowie L. Tutkewitsch haben 
auf Grund von Blutanalysen vor und nach der Splenektomie diesem 
Organ eine besondere Bedeutung fiir die Regulation des intermediaren 
EiweiBstoffwechsels zugeschrieben. Wir konnten dafiir keimen Anhalts- 
punkt finden, da der Verlauf der Kurven nach der Operation sich von 
denen vor derselben nicht unterscheidet (vgl. Abb. 1 bis 5)*. Der 
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Abb. 1. Hund Nr. 1 Abb. 2. Hund Nr. 1 
Fleischvorkost, Fleischbelastung. Fett-Kohlehvdratvorkost, Fleischbelastung 


* Erkldrung der Abbildungen. Die umrahmte Fliche der Abbildungen gibt den bei den 
einzelnen Untersuchungen gefundenen Gesamt-Reststickstoffgehalt des Blutes an. Die erste 
Kolonne jeder Zeichnung entspricht stets dem Niichternwert vor der Belastung. Jede weitere 
Kolonne entspricht einer Untersuchung nach der Belastung. Die Stunden, welche zwischen 
der Belastung und der Untersuchung liegen, sind unter den einzelnen Kolonnen angegeben 
Die erste horizontale Rubrik jeder Kolonne entspricht dem Harnsiure- plus Gesamtkreatinin-N 
Da die Schwankungen in allen Versuchen innerhalb der methodischen Fehler liegen, haben 
wir diese Sechwankungen vernachlissigt und zur Erhéhung der Ubersichtlichkeit diese Rubrik 
iiberall gleich hoch gezeichnet. Die zweite Horizontalrubrik entspricht dem N der freien 
Aminosiuren. Die dritte Rubrik gehért dem Polypeptid-N. Die vierte Rubrik ist der U+-N 
Die letzte Rubrik ergibt sich aus der Differenz zwischen Gesamt-Rest-N und den gefundenen 
einzelnen Fraktionen, entspricht also dem .undetermined N°. 

Nummer des Versuchstieres, Ernihrung wihrend der Vorperiode und Belastungsart sind 
auf jeder Abbildung angegeben. 
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besonders hohe Anstieg des Rest-N in einem der beiden Versuche nac} 
der Milzexstirpation kann nicht auf diese bezogen werden, da es sich 
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um eine Peptonbelastung handelte, die auch bei anderen, nichtsplenekto- 

mierten Hunden derartig hohe Werte ergab. So finden wir z. B. bei 
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dem vo6llig normalen Hund Nr.5 nach Fleischvorfiitterung einen 
Anstieg des Rest-N um 49,7 mg-°,,, bei Hund Nr. 6 nach eiweiBarmer 
70 - 70° | 
(as ' - 
| 60 e 60 ao | & 
| = | 
| 50}— al we a 50 | Pare 
yi ™ — >---+ 
4 
¥o}— 40 
=| Ly = 
ad s. 
x 3) 
© | 30FFA & 3 | 
UN >L N 
20 20 | 
is Sse olypeptia N : Volypepra Nh 
10 10 Amino N 
dmiro W 
Harrsavre YW yy y ; on on re ’ 
YA te *, TOGA M 
wore 4 6 8 0 @ ae to NrechinnN vr2e ¥¢ 6 8 Wn w 
Stunden Stunden 
Abb. 6. Hund Nr. 2. Abb. 7. Hund Nr.2. Fett-Kohle- 
Fleischvorkost, Fleischbelastung. hydratvorkost, Fleischbelastung. 
90- 90; 
| 80}— nih (80}- rl 
| | | 
70\— 170+ 
Be | | 
60}— | 60+ 
| | 
50}— | 50}—- 
- y= ~ | 
: si =| HH Lb | 
© #< ~ 4 = 
= |wre Fe Fy 34 40 ma , 
| we gS » x | aa = 
+ = § A 
sh) YY yy ” | 30}— Ge 
VM, ost 
20 ileal 20 
blypepha WV 
olypeptid W 
10 a Oo” Amino NV 
Amino 
regen A Hornsiure GW y Mornsoure 
y Uy q Ut, Yu“ 3 y > Kraoh Z VM Mas Kreaghrnin Nv 
wre ¥ 68 02M em wre ¥ 6 & 12M a 


Stunden 
Abb. 8. Hund Nr. 3. 
Fleischvorkost, Peptonbelastung. 


Vorperiode um 58,2 mg-°,, (vgl. Abb. 1] und 12). 


Stunden 
Abb. 9. Hund Nr. 3. Fett-Kohle- 
hydratvorkost, Peptonbelastung. 


Auffallend ist 


hierbei, da& die U*-N-Steigerungen nach Peptonbelastungen nicht 
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groBer waren als nach Fleischbelastungen, cine Tatsache, auf die wi: 
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Hund Nr.7 zeigt eine gewisse Abweichung im Verlauf seiner 
Kurven, besonders nach Fleischvorfiitterung (vgl. Abb. 13 und 14). 
Diese dokumentiert sich vornehmlich darin, daB die erreichten Maximal- 
werte lingere Zeit festgehalten werden und der Abfall sodann so 
protrahiert verlauft, da nach 24 Stunden sowohl die Rest-N- wie 
die Ut-N-Werte noch bedeutend iiber den Niichternwerten liegen. 
Dieser Hund hatte eine — allerdings tadellos funktionierende 
Gastro-Entero-Anastomose, und wir wissen nicht, ob diese Besonder- 
heit nicht auf diesen Umstand zu beziehen ist. 
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Die von uns erhobenen Befunde stimmen mit den spirlichen 
Angaben, die wir in der Literatur finden konnten, recht gut iiberein. 
So fanden Pepper und Austin in ihrer schon meirfach zitierten Arbeit 
Rest-N-Erhéliungen um 25 bis 40 mg-°., und das Maximum des Anstiegs 
nach der fiinften bis sechsten Stunde. Diese Autoren weisen darauf hin, 
daB ihre Tiere bei gréBeren EiweiBbelastungen den Niichternwert 
innerhalb von 24 Stunden nicht wieder erreichten. Ob dies auf die 
etwas héheren Fleischgaben zuriickzufiihren ist, mit denen Pepper 
und Austin belastet haben, oder darauf, daB sie ihre Hunde wihrend 
der Vorperiode nicht nur mit Fleisch fiitterten, sondern relativ groBe 
Mengen Fett zulegten, mag dahingestellt bleiben. 

Mit obigen Ergebnissen wiiren die Befunde von Jacobsen und 
Edwards in Parallele zu setzen: Sie uutersuchten den Blutharnstoff- 
gehalt von Menschen, die kleine Fleischportionen gegessen hatten. 
Trotzdem gema&8 der relativ geringen EiweiSbelastung das Maximum 
des U+-N-Anstiegs, das gleichfalls nach 6 bis 8 Stunden erreicht wurde, 
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verhaltnismaBbig niedrig (0 bzw. 8,0, 8,0, 9,0, 16,0 mg-°,) lag, erreichte: 
die Kurven in zwei der fiinf Fille selbst nach 24 Stunden noch nich: 
den Ausgangswert. Dies mag allerdings darauf zuriickzufiihren sein 
da die Autoren wahrend des Versuchs ihre Versuchspersonen eine 
wenn auch eiweiBarme — Mahlzeit einnehmen lieBen. 

Die Aminosaiurenwerte steigen in allen unseren Versuchen um 
mehrere Milligrammprozente an. Ohne Riicksicht auf die Vorkost 
erreichen sie das Maximum nach 2 bis 4 Stunden (Anstieg um 2 bis 
4.5 mg-°.,). Sie kehren ausnahmslos innerhalb der Versuchsdauer 
zum <Ausgangswert zuriick. Nach Peptonbelastung nihern sie sich 
dem Niichternwert sogar schon nach etwa 8 bis 10 Stunden, wahrend 
sie nach Fleischbelastung viel linger erhéht bleiben und noch nach 
15 Stunden nicht wesentlich unter ihrem Héchstwert gefunden werden. 

In der Literatur finden sich mit Ausnahme der Arbeit von Folin 
und Berglund sowie von v. Falkenhausen keine mit einwandfreier Methode 
erhobenen Angaben, die mit den unseren auch nur einigermaBen 
vergleichbar waren. Die anderen Autoren haben sich nimlich darauf 
beschrankt, im Verlauf der Verdauung zu einem willkiirlich gewihlten 
Zeitpunkt eine Bestimmung zu machen, so daB daraus fiir den Ablauf 
des intermediaren Stoffwechsels keine Schliisse gezogen werden kénnen. 
Falkenhausen bestimmte — wie bereits erwihnt —- den Ablauf der 
Amino-N-Kurve im Menschenblut nach Verabreichung eines Amino- 
siurengemisches (Rektamin) und fand den maximalen Anstieg nach 
30 bis 60 Minuten und Wiedererreichen des Ausgangswertes nach 


2 Stunden. Die absoluten Steigerungen entsprechen — trotz der viel 
geringeren Belastung —- etwa den von uns gefundenen. Dies spricht 


dafiir, daB die Schnelligkeit des Anstiegs der Aminosiuren abhangig 
ist von der Resorptionsgeschwindigkeit derselben vom Darme aus. 
Innerhalb gewisser Grenzen ist sie dagegen unabhaingig von ihrer 
absoluten Menge, entsprechend den alten Befunden von Folin und 
Denis, die seinerzeit schon wenige Minuten nach Einbringung von 
Aminosauren in den Verdauungstrakt einen deutlichen Rest-N-Anstieg 
fanden. Auffallend ist ferner, daB die absolute Héhe des Anstiegs 
anscheinend weitgehend unabhangig ist von der GréBe und Art der 
EiweiSbelastung. Von der Menge und Art des verfiitterten EiweiBes 
bzw. seiner Spaltprodukte hangt lediglich die Dauer des Aminosaure- 
anstiegs ab. Dafiir sprechen unsere Pepton- bzw. Fleischversuche und 
die Ergebnisse von Folin und Berglund. Diese Autoren gaben z. B. 
gesunden Menschen einerseits unverindertes Casein (Hammarsten), 
andereseits vorverdautes Casein in Wasser. Im ersten Experiment 
wird das Aminosiure-N-Maximum (Steigerung um 1,9 mg-°.) erst 
nach etwa 2% bis 3 Stunden und der Niichternwert wahrend der 
Versuchsdauer (414 Stunden) tiberhaupt nicht erreicht. Bei Ver- 
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fiitterung des vorverdauten Caseins fanden Folin und Berglund dagegen 
einmal das Maximum des Amino-N-Anstiegs (++ 1,5 mg-°,,) schon 
nach 42 Minuten, im anderen Falle (3 mg-°,,) nach 48 Minuten. Der 
Ausgangswert war das eine Mal nach 3 Stunden schon unterschritten, 
das andere Mal nach 4 Stunden erreicht. 

Das Verhalten des Polypeptid-N geht deutlich aus den Abbildungen 
hervor. Man sieht daraus, daB die Differenz zwischen Gesamt-Amino-N 
und freiem Amino-N wahrend der Versuche lediglich innerhalb der 
Fehlergrenzen der Methode schwankt. Dabei sind die Variationen 
durchaus nicht gleichlaufend, manchmal sind die wihrend der Be- 
lastungsversuche erhobenen Polypeptidwerte etwas hdéher als die 
Niichternwerte, oft sind sie um 2 bis 3 mg-%, niedriger. Es liegt 
eben in der Eigenart der Gesamt - Amino - N - Bestimmungsmethode, 
die eine sehr starke Verdiinnung des Ausgangsmaterials erfordert, 
daB derartige Fehler unvermeidbar sind. Jedenfalls geht aus diesem 
Versuch hervor, daB8 die Polypeptide im Gefolge einer’ oralen Be- 
lastung mit Fleisch oder Pepton nicht ansteigen’. 

Wie bereits bei Besprechung der Niichternwerte hervorgehoben 
wurde, ist die Summe der im Blute nachweisbaren N-haltigen Kérper 
geringer als der gefundene Gesamt-Rest-N. Wahrend aber dieser un- 
definierte N im Niichternblut manchmal sehr niedrig gefunden wird, 
sahen wir ihn im Verlauf der Belastungen oft erheblich steigen. Ein 
EinfluB der Fiitterung wahrend der Vorperiode laBt sich auf die Schwan- 
kungen in der Menge dieser unbekannten Kérper nicht nachweisen. 
Dagegen zeigt es sich, daB der undefinierte N nach Pepton gréber ist 
als nach Fleischbelastungen desselben Tieres. Wir haben bereits darauf 
hingewiesen, daB auch die Gesamt-Rest-N-Werte nach oraler Pepton- 
gabe héher gefunden werden als nach Fleischmahlzeit. Wie aus den 
Diagrammen unschwer ersichtlich ist, ist gerade dieser Mehranstieg 
des Rest-N bedingt durch die GréSe der undefinierten N-Fraktion. 
Die nach Fleischgabe erfolgende Steigerung des NichieiweiB-N ist in 
erster Linie durch den U*+-N-Anstieg verursacht und in zweiter durch 
unbekannte Kérper. Bei Peptonbelastung superponiert sich dieser 
Steigerung noch eine weitere Erhéhung, welche hauptsichlich durch 
die Substanzen bedingt ist, die keiner der bekannten N-haltigen 
Fraktionen angehéren. Erwahnt muB werden, daf die GriBe der 
 undefinierten’ Fraktionen bei den verschiedenen Hunden verschieden 


1 Daraus ergab sich fiir uns die Berechtigung, in einigen unserer Ver- 
suche (5) lediglich eine Gesamt-Amino-N-Bestimmung im Niichternblut 
zu machen, um die benétigte Blutmenge etwas herabzusetzen. Wir haben 
dann zur Berechnung des undeterminierten N den aus dieser Bestimmung 
ermittelten Polypeptid-N fiir den ganzen Ablauf der Kurven als gleich 
angenommen und in den Diagrammen so eingezeichnet. 
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hoch ist, daB sie aber bei demselben Hunde in den unterschiedliche: 
Versuchen immer wieder ahnlich verlauft. Dies erkennt man deutlic) 
bei Hund Nr. 1, der nach Fleischbelastung ein von den anderen Hunden 
etwas abweichendes Verhalten darbietet. Bei diesem Tiere zeigen 
gerade zur Zeit der héchsten Rest-N-Werte die undefinierten N-Zahlen 
eine deutlich sinkende Tendenz (vgl. Abb. 1 bis 4). Entsprechend 
dem Riickgang der Rest-N-Kurve nehmen im allgemeinen auch die 
Werte des undefinierten N ab. Bezeichnen wir die Zusammensetzung 
des Gesamt-Rest-N aus seinen einzelnen Fraktionen als .,Rest-N- 
Spektrum", so ergeben die Abbildungen ein deutliches Bild des Anteils 
den die einzelnen N-haltigen Kérper und die ,,Unbekannte* an dem- 
selben haben. Es zeigt sich nun schon bei oberflachlicher Betrachtung, 
daB sich im Gefolge der Belastung das Spektrum nicht unwesentlich 
andert. Die durch orale EiweiBzufuhr bedingten Verschiebungen im 
Rest-N-Spektrum sind auf drei sich in verschiedenem Sinne auswirkende 
Umstande zurtickzufiihren: Erstens bleiben die kleinen N-Fraktionen, 
Harnsiure, Gesamtkreatinin und Polypeptid-N, innerhalb der Fehler- 
grenzen unverandert und ihr prozentueller Anteil am Spektrum nimmt 
daher mit steigendem Gesamt-Rest-N ab. Zweitens sind die Ver- 
ainderungen im Aminosaiure-N klein und besonders bei Pepton- 
belastungen rascher verschwindend als die Gesamtverschiebungen. 
Dadurch nimmt auch der auf diese Fraktion entfallende Teil am Rest-N 
prozentuell ab. Drittens endlich laufen die Steigerungen des U*-N 
und des undefinierten N keineswegs parallel, so daB sich auch innerhalb 
dieser beiden Hauptteile des Spektrums Verschiebungen ergeben, die 
nicht nur in ihrer absoluten GréBe, sondern auch in ihrem relativen 
Anteil am Gesamt-Rest-N zum Ausdruck kommen. Zur besseren Uber- 
sicht haben wir in unseren Tabellen in eigenen Kolonnen den _pro- 
zentuellen Anteil, welchen U+-N und undefiniertes N am Gesamt-Rest-N 
haben, angegeben. 

Der Befund, daB die héchsten Werte fiir den undefinierten N fast 
immer mit den héchsten Rest-N-Werten zusammenfallen, steht in 
guter Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Morgulis, Morgulis 
und Edwards, Woods, die wir ja bereits besprochen haben. 

Der héhere Anstieg der undefinierten N-Fraktion nach Pepton- 
belastung findet vielleicht seine Erklarung in den Ergebnissen von 
Hiller und van Slyke, die bei Untersuchung von Witte-Pepton 27° 
,, undetermined N“ in demselben fanden. Die Tatsache, daB in vielen 
aber keineswegs in allen Versuchen —, die Rest-N-Steigerung wesentlich 
auf die Steigerung dieser unbekannten Fraktion zuriickzufiihren ist, 
ferner der Umstand, daB gerade dort, wo dies nicht der Fall ist, der 
Rest-N-Anstieg bedingt ist durch eine relativ hohe Steigerung an 
U+-N macht die Frage nach der Natur dieser undeterminierten Kérper 
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besonders interessant. Legt doch dieser eben erwahnte (wenigstens 
scheinbare) Antagonismus zwischen der Héhe des undefinierten N und 
der des Endprodukts des EiweiBstoffwechsels die Annahme nahe, dab 
wir in dieser unbekannten Fraktion Kérper zu suchen haben, denen im 
intermediaren Proteinabbau eine besondere Wichtigkeit zuakommt. Die 
Angaben, die wir iiber die Natur dieser Kérper in der Literatur finden, 
sind spirlich und wenig befriedigend. Folin und Berglund meinen, 
daB der ,,undetermined N* auf Histone und deren Derivate wenigstens 
zum groBen Teil zuriickzufiihren sei. Dieser Auffassung tritt Blau 
entgegen auf Grund seiner Untersuchungen, daB die im Blute vor- 
handene Gesamt-Diamino-N-Fraktion viel zu klein ist, um eine solche 
Annahme zu rechtfertigen. 

Deutschberger untersuchte Pferdeblut und fand, daB bei Bestimmung 
der ,,Oxyproteinsiuren‘* kaum ein wesentlicher Raum fiir unbekannte 
Substanzen in dem nach W. Stepp enteiweiBten Blutfiltrat verbleibt. 
Er glaubt daher, den ,,undefinierten N* als Oxyproteinsiure-N iden- 
tifizieren zu kénnen. Es erhebt sich nun die Frage, was sind ,,Oxy- 
proteinsauren? O. Fiirth, aus dessen Laboratorium eine grobe Zahl 
einschlagiger Arbeiten hervorgegangen ist, hebt in seinem jiingst er- 
schienenen Lehrbuch hervor, daB die ,,Oxyproteinsiuren* nicht ein 
chemisches Individuum, sondern eine  ,,Harnfraktion darstellen. 
Dieses Gemisch heterogener Kérper hat an gemeinsamen Eigenschaften 
lediglich die Fallbarkeit durch Quecksilberacetat bei schwach alkalischer 
Reaktion, die Léslichkeit der Barytsalze in Wasser sowie die Unléslich- 
keit derselben in Alkohol. Wir wissen demnach nicht, was Oxyprotein- 
siuren eigentlich sind, ja ob derartige Kérper tiberhaupt existieren. 
Den undefinierten N als Oxyproteinsiure-N zu bezeichnen, heibt also 
eine Unbekannte durch eine andere ersetzen. Dies erscheint um so 
weniger wiinschenswert, als —- wie aus der ausgezeichneten Darstellung 
Fiirths hervorgeht — die verschiedenen Autoren sich tiber ,,Oxyprotein- 
siuren‘’ verschiedene Vorstellungen gemacht haben und demnach 
auch Verschiedenes darunter verstehen. 

Auffallend sind die Ergebnisse, welche Swanson vor einigen Jahren 
publiziert hat. Er hat Wolframatfiltrate durch langdauerndes Kochen 
mit Bariumhydroxyd am Riickflu8kihler hydrolysiert und im Hydro- 
lysat die Aminosduren nach Folin bestimmt. Bei diesem Verfahren 
konnte Swanson viel mehr Amino-N aufschlieBen als es den anderen 
Autoren, die ja stets mit saurer Hydrolyse gearbeitet haben, gelungen 
ist. Infolgedessen fand er auch bei Gesamtanalysen aller Nichteiweih-N- 
Fraktionen beinahe den ganzen ,,undetermined N*“ durch Polypeptid 
ausgefiillt. Es mii&te demnach der undefinierte N nach diesem Autor auf 
Substanzen bezogen werden, deren Stickstoff im wesentlichen Amino-N 
wire, der so gebunden ist, daB er zwar durch Hydrolyse mit Barytlauge, 
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nicht aber durch saure Hydrolyse unter gewéhnlichem Druck fre’ 
wirde. Bei der groBen prinzipiellen Wichtigkeit, welche dieser Frag: 
zukommt, haben wir uns mit ihr beschaftigt. Die Tatsache, daB Eiweif 
kérper und deren Derivate gespalten werden kénnen, ohne daB dabei 
alle NH,-Gruppen frei werden, ist ja bekannt. Wir wissen z. B., dali 
Pepsin-Salzsiure das Proteinmolekiil weitgehend angreifen kann 
ohne daB dabei die Menge des formoltitrierbaren N erheblich zunehmen 
muB, wahrend die nachfolgende Trypsinverdauung im alkalischen 
Milieu die gebundenen Aminogruppen in Freiheit setzt. Nun sind in 
der Diskussion, die sich an die aufsehenerregenden Publikationen 
von Ssadikow und Zelinsky angeschlossen hat, neue Gesichtspunkte 
iiber die Struktur von EiweiBbausteinen entwickelt worden. Diese 
lieBen es verstandlich erscheinen, daB bei gewissen AufschluBmethoden 
Komplexe itbrigbleiben, welche aus Aminosduren zusammengesetzt 
sind, die den Amino-N in einer Form gebunden enthalten, welche 
durch das von uns gewahlte Verfahren nicht angreifbar ist. Wir weisen 
dabei auf die durch Abderhalden und seine Mitarbeiter in neuester Zeit 
ausgefiihrten Analysen hin. Auf Grund derselben ist doch Abderhalden 
selbst zu der Ansicht gekommen, dab im KiweiB neben Polypeptidketten 
vielleicht auch Ringbildungen vorkommen, die durch anhydridartige 
Bindungen von mehreren Aminosauren entstanden gedacht werden 
kénnen. Kommen derartige Piperazine und Ketopiperazine im Eiweif 
und in seinen Derivaten vor, dann ware es leicht verstandlich, dab 
bei allen Eingriffen auf das Protein und seine Abbaustufen, die diese 
Ringbildungen nicht aufsprengen, ein groBer Teil des gebundenen 
Amino-N nicht als solcher erkennbar wird und sich als ,,undefinier- 
ter N* der Identifizierung entzieht. Gelingt es jedoch, durch andere 
Verfahren — z. B. durch Verwendung von Alkali statt von Saure — 
diese zyklischen Bindungen zu lésen, dann miiBten die Aminosiuren 
frei und der Amino-N als solcher feststellbar werden. Von diesem 
Gesichtspunkt ausgehend, haben wir folgende Versuche angesetzt: 


4cecm Folin-Wu-Filtrat wurden mit der gleichen Menge einer kalt 
gesaéttigten Bariumhydroxydlésung durch 24 Stunden am RiickfluSkiihler 
gekocht und sodann im Paraffinbad auf ein Viertel seines Volumens ein- 
geengt. Mit 10° H,SO, wurde gegen Phenolphthalein neutralisiert und 
mit Wasser auf 16 cem aufgefiillt. Nach scharfem Abzentrifugieren wurden 
2cem der iiberstehenden klaren Fliissigkeit zur Bestimmung des Amino-N 
nach Folin verwendet. Gleichzeitig wurde in einem unveranderten Teile 
des gleichen Folin-Wu-Filtrats der Amino-N nach Folin bestimmt, ein 
dritter Teil desselben Filtrats wurde der Séurehydrolyse unterworfen und 
darin dann der Amino + Polypeptid-N ermittelt. Von demselben Blute 
wurde unter einem ein Trichloressigséurefiltrat mit H,SO, hydrolysiert 
und auf Amino + Polypeptid-N untersucht (nach der in der Einleitung 
angegebenen Methode). AuBerdem wurden auch U*t-N, Harnsaéure 
+ Gesamtkreatinin bestimmt. 
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Als Beispiel sei das Ergebnis eines derartigen Versuchs angefiihrt: 
Im Trichloressigséurefiltrat wurde gefunden: Gesamt-Rest-N = 82 mg-°%, 
Ut-N 34 mg-°,, Kreatinin + Harnsaiure-N 2,8 mg, freier Amino-N 
7,3 mg-°,, Polypeptid-N = 6,8 mg-°%, .,undetermined N“ = 31,1 mg-%. 
Das Folin-Wu-Filtrat nach Bariumhydroxyd-Hydrolyse enthielt 14,0 mg-°, 
Aminosaéure-N, dasselbe Filtrat nach schwefelsaurer Hydrolyse 13,6 mg-°, 
Aminosaure-N. Es geht aus diesem Versuch hervor, daB die Summe von 
freiem Amino-N + Polypeptid-N im Trichloressigséurefiltrat nach Hydro- 
lyse mit Schwefelséiure 14,1 mg-°, betriigt, also ebenso hoch ist, wie die 
Summe der freien und durch Barytlauge abspaltbaren Aminoséuren im 
Wolframatfiltrat. Weiter ersieht man, dali zwischen saurer und baryt- 
alkalischer Hydrolyse des Folin-Wu-Filtrats in bezug auf die Menge der 
in Freiheit gesetzten NH,-Gruppen kein Unterschied besteht (innerhalb 
der Fehlergrenzen der Methode 13,6 gegen 14,0). Da U*-N und Kreatinin 
Harnsaéure-N in allen Ansatzen naturgeméB gleich sein miissen, wird 
der ,,undetermined N“ in den drei Ansatzen ebenfalls gleich hoch gefunden. 
Dieser Versuch wurde in gleicher Anordnung noch zweimal- wiederholt. 
Die erhaltenen Resultate waren vollkommen analog. 


Worauf es zuriickeufiihren ist, dafS Swanson in seinen Versuchen 
durch Hydrolyse mit Barytlauge derartig hohe Amino-N-Werte erhielt, 
daB die ,,undetermined N*‘-Fraktion ganz oder fast ganz verschwand, 
ist uns nicht erklarlich. Es kénnte allerdings sein, dafS Menschenblut 
sich in diesem Belange anders verhalt als Hundeblut. Die oben ent- 
wickelten Vorstellungen tiber den undefinierten N, die ,sich auf die 
Ergebnisse von Swanson stiitzen, erscheinen nach dem Ausfall unserer 
letzten Versuche als rein hypothetisch. Wir kénnen auf Grund unserer 
Beobachtungen an mit EiweiB belasteten Tieren nur sagen, dab die 
unbekannten Kérper im allgemeinen im Verlauf der Belastung an 
GréBe gleichsinnig mit dem Gesamt-Rest-N zunehmen. Bei dieser Zu- 
nahme zeigt sich aber eine gewisse umgekehrte Proportionalitat zwischen 
Gesamtaminosauren und Harnstoff einerseits und undefinierten Sub- 
stanzen andererseits. Wo erstere besonders hoch ansteigen, bleiben 
letztere zuriick und umgekehrt, wo die ,,undetermined N*-Fraktion 
besonders hoch gefunden wird. ist entweder U*-N allein besonders 
klein oder der Gehalt an Harnstoff und Gesamtaminosauren relativ 
niedrig. 

Fassen wir die Ergebnisse unserer Untersuchungen zusammen, 
so kénnen wir sagen: 

1. Es wird das Verhalten von Gesamt-NichteiweiB-N, Harnstoff-N, 
Aminosaure- und Polypeptid-N, sowie von Harnsiiure und Gesamt- 
kreatinin-N durch Serienuntersuchungen im Verlauf von 24 Stunden 
nach Fleisch- oder Peptonbelastung niichterner Hunde nach einer 
langeren Vorperiode eiweiBreichen oder eiweiBarmen Futters untersucht. 


2. Es zeigt sich, daB der Gehalt des Blutes an Gesamt-Rest-N, 
Harnstoff-N und Aminoséure-N nach EiweiBbelastung sich andert. 
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3. Diese Veranderungen verlaufen gesetzmaBig und es ergebe: 
sich charakteristische Kurven. 

4. Die Vorkost hat auf die Niichternwerte von Gesamt-Rest-N und 
Harnstoff-N einen EinfluB, der nur im aufsteigenden Kurvenast er 
kennbar ist. 

5. Durch Hydrolyse mit Schwefelsiure laBt sich im Blute niichterner 
Hunde Polypeptid-N nachweisen. LEiweiSbelastung beeinfluBt den 
Polypeptidgehalt nicht oder wenigstens' nicht in einem auBerhalb der 
methodischen Fehlergrenzen liegenden Ausmab. 

6. Milzexstirpation hat keinen Einflu8 auf den Ablauf der Kurven 
der Rest-N-Fraktionen nach EiweiBbelastung. 

7. Peptonfiitterung beeinfluBt die Kurven der N-Fraktionen im 
Blute in ahnlicher Weise wie Fleischgabe. 

8. Nach Peptonfiitterung liegt die Rest-N-Kurve im allgemeinen 
hoher als nach Fleischverabreichung, dagegen kehren die Aminosauren 
fiiiher zu ihrem Ausgangswert zuriick. 

9. Die Summe der bekannten N-haltigen Substanzen des Blutes 
ist kleiner als der Gesamt-Rest-N. Die Differenz ist meist schon im 
Niichternblut deutlich und erfahrt nach Fleisch-, besonders aber nach 
Peptonbelastung, eine VergréBerung. 

10. Die Natur der im ,,undetermined N“ enthaltenen Substanzen 
wird diskutiert. 
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Untersuchungen iiber den intermediaren Eiweibstoffwechsel. 


II. Mitteilung: 
Versuche an pankreatektomierten Hunden. 


Von 
FP. Silberstein, F. Rappaport und M. Wachstein. 


(Aus dem Institut fiir allgemeine und experimentelle Pathologie der 
Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 23. Juli 1929.) 


Mit 7 Abbildungen im Text. 


Grafe hebt in seiner Monographie ,,Die pathologische Physiologic 
des Gesamtstoff- und Kraftwechsels bei der Ernahrung des Menschen" 
hervor, daB nach vollstandiger Entfernung des Pankreas beim Hund 
die starksten Steigerungen des EiweiBstoffwechsels beobachtet werden. 
die es in der Pathologie tiberhaupt gibt. 

Eine Erhéhung war Minkowski schon in seinen ersten einschlagigen 
Arbeiten aufgefallen. Auch Hedon, de Dominicis u. a. beobachteten eine 
solehe und brachten sie in direkten urséchlichen Zusammenhang mit dein 
Wegfall der Bauchspeicheldriise. Minkowski dagegen ging auf diese Frag: 
nicht néher ein, da er es fiir nicht erwiesen hielt, daB die Beeinflussung des 
EiweiBstoffwechsels direkt auf den Wegfall der inneren Sekretion des 
Pankreas beruhe. Die Entfernung der Bauchspeicheldriise kénne — wie 
Minkowski schon 1893 hervorhob — den Stickstoffwechsel in dreierlei 
Weise indirekt beeinflussen: 1. Durch den Mangel des Pankreassaftes im 
Darm und die dadurch bewirkte Stérung der Verdauung und Resorption; 
2. durch Bildung und Resorption pathologischer Spaltprodukte und 3. endlich 
durch die Ausscheidung von Kohlehydraten, die aus Eiweif stammen, 
durch den Harn. 


Nicht einheitlich sind die Beobachtungen an diabetischen Menschen. 
Der in der alteren Literatur immer wieder besonders hervorgehobene, 
erhéhte EiweiBzerfall ist anscheinend nicht so sehr im Wesen der Er- 
krankung als vielmehr in der Art der friiher allgemein iiblichen Fr- 
nahrungsweise solcher Patienten begriindet. 


Die Untersuchungen von Falta, Petren, Allen u. a. zeigen, daB de! 
EiweiBumsatz auch bei schweren Fallen auf ein sehr niedriges Niveau 
herabgedriickt werden kann. Daneben gibt es allerdings auch Angaben, 
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die mit anscheinend einwandfreier Methodik eine stark erhéhte Eiweib- 
einschmelzung bei Diabetikern aufzeigen. 

Jedenfalls sind die Verhaltnisse beim menschlichen Diabetes 
mellitus noch viel verworrener als beim experimentellen Pankreas- 
diabetes. Trotzdem beim letzteren von allen Untersuchern eine Erhéhung 
des Eiwei8umsatzes gefunden wurde, liegen nur sparliche Angaben 
iiber den intermediiren N-Umsatz derartiger Tiere vor. 

Die Ergebnisse von Falta, Grote und Staehelin, die als erste mit ein- 
wandfreier Methodik den Gesamt- und Eiweibstoffwechsel pankreas- 
diabetischer Hunde untersuchten, sind mit seltener Einmiitigkeit von 
allen Nachuntersuchern bestatigt worden. Erst in jiimgster Zeit haben 
Enderlen, Glatzel und P& an chirurgisch einwandfrei operierten und ge- 
heilten Tieren mit neueren Apparaten diese Frage wieder gepriift. Sie 
fanden zwar nicht so exorbitant hohe Steigerungen des Eiweibstoffwechsels 
wie die oben genannten Autoren, aber doch Zunahme, die deutlich iiber 
den Fehlergrenzen der Methodik und der auch beim gleichen Tiere oft 
beobachteten Schwankungen gelegen sind. v. Falkenhausen ist das Problem 
des EiweiBstoffwechsels im Diabetes von einer anderen Seite angegangen. 
Er untersuchte bei pankreasdiabetischen Hunden das Verhalten der Amino- 
siuren im Blute und ihre Ausscheidung durch den Harn sowohl in Hunger- 
versuchen wie nach intravenéser Einverleibung von Aminoséuregemischen 
(Rektamin). Besondere Aufmerksamkeit schenkte er dabei auch dem 
Verhaltnis dieser Fraktion zum Rest-N des Blutes. Er fand, daB trotz 
Erhéhung der Gesamt-N-Ausscheidung keine vermehrte . Aminosdure- 
ausschwemmung durch den Harn statthat und daB der diabetische Orga- 
nismus auch subkutan eingebrachte Aminosdéuren unter Desamidierung 
verwertet und mit ihnen sogar sparsamer umgeht als der normale. Daher 
ist auch sein weiterer Befund leicht erklarlich, daB Insulin beim total 
pankreatektomierten Hunde keine sparende Wirkung auf die Aminoséure- 
ausscheidung hat, wahrend ihm eine solche bekanntlich beim diabetischen 
Menschen zukommt. Dieser verhalt sich demnach ahnlich wie ein Hund 
nach partieller Pankreasentfernung. 

Jacobsen und Edwards haben Diabetiker mit 40 g Eiweif belastet und 
dann den Ablauf der U*-N-Kurve im Blute bestimmt. Sie verglichen die 
dabei erhobenen Werte mit den bei gesunden Versuchspersonen unter 
gleichen Bedingungen ermittelten. Die von ihnen bei beiden Versuchsgruppen 
gefundenen Werte bewegen sich innerhalb der gleichen GréBenordnung. 
Endlich waren noch die Versuche von Bang zu erwaihnen, der an zwei 
pankreasdiabetischen Hunden mit Fleisch, Fleischpankreas und Alanin Be- 
lastungen vorgenommen und den Ablauf der Harnstoff- und Aminoséure- 
fraktionskurven innerhalb der ersten 8 Stunden beobachtet hat. Die 
Blutuntersuchungen wurden nach seiner Methode vorgenommen. Die 
Versuche an einem der beiden Hunde sind — wie der Autor selbst angab — 
nicht gut verwertbar. Die Analysenwerte bei dem anderen Tiere sind 
wenig einheitlich. So schwankt der Niichtern-U*-N-Wert in zwei innerhalb 
von 3 Tagen ausgefiihrten Untersuchungen zwischen 15 und 46 mg-%. 
Es lassen sich demnach auch aus diesen Protokollen keine sicher fundierten 
Schliisse ziehen. 


Experimente, in denen in systematischer Weise der Kinflu8 einer 
EiweiBmahizeit auf die einzelnen N-haltigen Fraktionen des protein- 
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freien Blutfiltrats pankreasdiabetischer Hunde verfolgt wurde, liegen 
bis jetzt nicht vor. Uns schien es jedoch schon mit Riicksicht auf den 
wesentlich erhéhten (gleichgiiltig ob direkt oder indirekt) FEiweif- 
umsatz derartiger Tiere auBerst interessant, diese Liicke in der Literatur 
auszufiillen. 

Methodik. 


Die Untersuchungsmethodik war die gleiche wie in der ersten Mitteilung. 
Wir verwendeten zu unseren Versuchen die in der ersten Arbeit als Hunde 
Nr. 2, 4 und 5 bezeichneten Tiere, um das Verhalten derselben vor und 
nach der Pankreasexstirpation direkt vergleichen und individuelle Ver- 
schiedenheiten ausschalten zu kénnen. Aus eigener Erfahrung wuBten 
wir ja, daB der Ablauf der Kurven der verschiedenen Blutfraktionen nach 
EiweiB- oder Peptonbelastungen beim gleichen Tiere eine weitgehende 
Gleichférmigkeit zeigt, wahrend der Kurvenablauf bei verschiedenen 
Tieren, auch unter analogen Versuchsbedingungen, doch einer gewissen 
Variabilitat unterworfen ist (vgl. die Abbildungen in der ersten Mitteilung). 

Die Exstirpation des Pankreas erfolgte in Ather-Chloroformnarkose. 
Durch sorgfaltige Insulingaben erzielten wir eine rasche Wundheilung. 
Die Tiere wurden erst mehrere Wochen nach der Operation wieder in Versuch 
genommen. Wir haben Nahrung und Insulingaben so aufeinander ab- 
gestimmt, da®B der Niichternblutzuckerwert um 200 mg-°, schwankte. 
An den Tagen vor einem Versuch wurde die Fiitterung und die letzte 
Insulingabe 18 bis 20 Stunden vor der Belastung gegeben. Am Versuchs- 
tage selbst blieben die Tiere insulinfrei und erhielten die Hormoninjektion 
erst am folgenden Tage nach der letzten Blutabnahme. Auch bei den 
diabetischen Hunden haben wir vor jedem Versuch eine sechstagige Per.ode 
konstanter Diat eingeschaltet. Der Vergleichbarkeit der Resultate wegen 
wurde das Ernahrungsregime wahrend dieser Vorperiode mdéglichst dem 
gleich gehalten, welchem die Tiere wahrend der Vorperiode vor der Pankrea- 
tektomie unterworfen worden waren. Dies gelang bei Fleischfiitterung 
selbstredend leicht und vollstaéndig. Die Kohlehydrat-Fettvorkost dagegen 
wurde manchmal in den letzten Tagen der Vorperiode nur teilweise ge- 
fressen. In diesen Fillen haben wir den stehengelassenen Speck und Mais- 
gries durch annahernd kalorisch gleichwertige Mengen Wiirfelzucker ersetzt. 

Die Belastungen selbst wurden nur einmal mit Fleisch, sonst stets 
mit Pepton vorgenommen. Wir muB8ten namlich aus dem Ausfall de 
Fleischbelastung schlieBen, daB infolge der fehlenden Pankreasverdauung 
die Resorption nur mangelhaft und wahrscheinlich in uniibersehbarer 
Weise protrahiert vor sich gegangen war. Zwei Versuche, die Belastung 
mit Fleisch vorzunehmen, das in vitro durch Zusatz von Pankreatin 
Rhenania vorverdaut worden war, scheiterten daran, daB die Tiere die 
Belastungsmahlzeit erbrachen. 

Die Zeiten der Blutentnahmen wie die ermittelten Werte sind aus den 
nachfolgenden Tabellen ersichtlich. 


Besprechung der Versuche. 
Niichternwerte. 


Vergleicht man die Niichternwerte des Hundes Nr.2 nach der 
Pankreasexstirpation mit denen vor dem Eingriff, so ergibt sich, dab 
die Rest- N-Werte innerhalb enger Grenzen iibereinstimmen. Es zeigt 





Experimente. 
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sich auch beim diabetischen Tiere, daB die unter Insulinwirkung ge- 
reichte Vorkost insofern einen EinfluB auf die Ausgangswerte hat, 
als die eiweiBarm genihrten Tiere tiefere Rest-N-Zahlen zeigen als die 
Fleisch gefiitterten. Ahnliche Verhaltnisse finden wir bei Hund Nr. 4. 
(Vor der Operation nach Fleischperiode 36,2 mg-°,,; nach Fett-Kohle- 
hydrat 28,0 mg-°,. Nach der Operation: Fleischfiitterung 37,2 bzw. 
38.9 mg-°,; nach Fett-Kohlehydrat 32,2 mg-°,.) 

Hund Nr. 5 zeigt schon vor der Operation einen ungewoéhnlich 
hohen Niichtern-Rest-N-Wert (49,6 mg-°,,). Dieser war nach dem Ein- 
griff noch um weitere 10 mg-°,, erbéht. 


Bang fand bei einem pankreasdiabetischen Hunde niichtern zwischen 
28 und 66 mg-°% Rest-N. Vor der Operation wurde der Hund anscheinend 
nicht untersucht. Okada und Hayashi gaben an, dai die Rest-N-Werte 
ihrer Hunde nach der Pankreasexstirpation zum Teil wesentlich héher 
waren als vor derselben, zum Teil sich auf gleichem Niveau bewegten. 
Bei Durchsicht ihrer Protokolle ergibt sich, daB sie ihre hohen Werte stets 
in den ersten Tagen nach der Operation (2 Tage post op.) erhielten, wihrend 
die spater erhobenen Zahlen schon bedeutend niedriger waren. Man wird 
wohl kaum fehlgehen, wenn man die anfingliche Steigerung mit dem 
Operationsschock, der Narkose und dergleichen in urséchlichen Zusammen- 
hang bringt. Diese Annahme stimmt auch mit den Befunden von Falken- 
hausen wiberein, der gleichfalls in den ersten Tagen nach der Operation 
eine deutliche Steigerung der Niichternwerte, spaiter aber eine Einstellung 
derselben auf eine bloB wenig erhéhtes Niveau feststellte. 


Die von uns erhobenen Harnstoff-Niichternwerte waren vor und 
nach der Operation innerhalb der physiologischen Schwankungen gleich. 

Die von Bang angefithrten Zahlen sind schon aus methodischen 
Griinden mit unseren nicht vergleichbar. Okada und Hayashi fanden 
ebenso wie beim Rest-N unmittelbar nach der Operation mabBige 
Steigerungen des U*-N, die aber in den spéteren Tagen wieder zuriickgingen. 

Den freien Aminoséiure-N fanden wir im Niichternblut zweier Hunde 
nach der Pankreasentfernung deutlich erhéht, bei einem dritten Fall 
dagegen auch bei wiederholten Untersuchungen auf gleichem Niveau wie 
vorher. Der Polypeptidspiegel war bei Hund Nr. 2 im Niichternblut bei 
zwei Untersuchungen gesteigert, einmal unverandert (vor der Operation 
5,4, nach der Operation 5 bzw. 7,7 bzw. 9,6). Bei den beiden anderen Tieren 
fand sich keine Steigerung. Okada und Hayashi stellten innerhalb der 
ersten 2 Tage nach der Pankreasexstirpation einen Anstieg der Amino-N- 
Werte fest. Diese sanken jedoch spaéter sogar noch unter die Ausgangs- 
zahlen ab. Auch Falkenhausen ermittelte in den ersten Tagen nach dem 
Eingriff eine wesentliche Erhéhung des Amino-N, spater eine geringe 
oder fast keine. 

Wolpe sowie Wiechmann untersuchten den Aminoséurespiegel im 
Blute von Diabetikern und fanden ihn erhéht. Auf Insulininjektion trat 
eine Senkung des Amino-N ein. Allerdings muf bemerkt werden, dab 
einerseits die angefiihrten Aminoséure-N-Werte nicht besonders hoch 
lagen (zwischen 5,6 und 6,5 mg-°%) und daB andererseits die durch Insulin 
bewirkten Senkungen nicht imponierend sind (z. B. von 6,0 auf 5,7 und 
héchstens von 6,0 auf 4,8 mg-%). Ubrigens fand Luck, Morrison und 
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Wilbur, daB auch beim normalen Menschen sowie bei Kaninchen und 
Ratten hohe Insulingaben eine Senkung des Amino-N um 20 bis 30‘ 
des Ausgangswertes bewirken. Falkenhausen hat pankreasdiabetischen 
Hunden Insulin verabreicht und die Niichternwerte von Aminosauren 
und Gesamtrest-N im Blute erhoben und dannn mit den Werten vom Vortag« 
verglichen. Er fand zwar eine erhebliche Herabsetzung des letzteren, doch 
nur eine leichte Abnahme der Aminoséurewerte. 

Wic haben den EinfluB des Insulins auf den Aminosiurespiegel 
des Blutes pankreasdiabetischer Hunde dadurch festzustellen versucht. 
daB wir Serienuntersuchungen innerhalb der ersten 24 Stunden nach 
der Injektion durchfiihrten. Bei der auf Stunden beschriankten Wirkung 
des Insulins schien uns dieses Verfahren aufschluBreicher zu sein als 
Bestimmung und Vergleich von einzelnen Niichternwerten an _ ver- 
schiedenen Versuchstagen. Wir fanden, da Insulin stets eine deutliche 
Herabsetzung des Aminosaurespiegels bewirke. Diese betrug bis zu 
65°, des Niichternwertes und erreichte das Minimum nach 2 bis 
5 Stunden. Die Ausgangswerte wurden in keinem Versuch innerhalb 
der ersten 12 Stunden erreicht, in einigen Fallen dagegen nach 
24 Stunden. Andere Tiere zeigten zu diesem Zeitpunkt noch deutliche 
Depression ihres Aminosiuregehalts. Dieser wird also durch Insulin 
bei allen pankreasdiabetischen Hunden gleichsinnig beeinfluBt. Die 
Dauer der Wirkung ist jedoch in den einzelnen Versuchen eine ver- 
schiedene und ist anscheinend noch von anderen Faktoren abhingig. 
Da wir uns iiber diese Frage noch kein klares Bild machen konnten, 
wollen wir hier nicht naher darauf eingehen. 

Die Harnsaure- und Kreatininfraktion erfuhr durch die Operation 
keine Veranderung. 

Die undefinierte Fraktion verhalt sich auch bei den gleichen Tieren 
in verschiedenen Versuchen nicht gleichartig. So finden wir sie bei 
Hund Nr. 2 in zwei Versuchen dem Vorwert gleich, in einem dagegen 
wesentlich erniedrigt. Hund Nr. 4 zeigte nach der Operation etwas 
weniger undefinierten N, Hund Nr. 5 dagegen wesentlich mehr. 

Bei Besprechung des ,,undetermined N‘* haben wir schon in 
unserer ersten Mitteilung darauf hingewiesen, daB sich in dieser Fraktion 
die Summe samtlicher Versuchsfehler wiederspiegelt und daB es daher 
nicht wundernehmen kann, wenn die Werte hier weniger konstant 
sind als in den einzelnen, direkt ermittelten Fraktionen. Gilt dies schon 
fiir physiologische Verhaltnisse, so muB man unter pathologischen 
Bedingungen um so mehr damit rechnen. Allerdings hat es den Anschein, 
als ob gerade die beiden stark von den Vorwerten abweichenden 
Niichternwerte auf einen inneren Zusammenhang zwischen der un- 
definierten Fraktion und der Gesamt-Aminosiurefraktion bzw. Harn- 
stoffraktion hinweisen wiirden. Denn wir fanden ihn das eine Mal abnorm 
hoch bei primir erhéhtem Rest-N, fiir den weder die U* N-Fraktion, 
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noch die Amino-N-Fraktion eine Erklarung bot, das andere Mal abnorm 
niedrig in einem Falle, in dem die Amino-N-Fraktion ungewohnlich groB 
war. In der Literatur fanden wir tiber das Verhalten dieser Fraktion 
im Blute diabetischer Hunde keine Angaben. 


Eiweifbelastung. 
Betrachten wir nunmehr die Wirkungen der Eiweifbelastungen 
auf die N-Fraktionen des Blutes pankreasdiabetischer Hunde, so 
zeigt zunichst Abb. 1*, daB wohl infolge des fehlenden Trypsins 
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Abb. 1. Hund Nr. 2. 


Fleischvorkost, Fleischbelastung 


der Effekt des gereichten Fleisches ein sehr geringer war. Fiir die 
Beurteilung der intermediair auftretenden Verainderungen kommt 
dieser Versuch kaum in Betracht, da es sich nicht abschitzen |aBt, 
wieviel von der gefressenen Nahrung resorbiert wurde. Bang hat 
seinem diabetischen Hunde einerseits Fleisch, andererseits ein Fleisch- 
Pankreas-Gemisch verfiittert. Er fand bei letztgenannter- Versuchs- 
anordnung eine wesentlich héhere Steigerung des Blut-Rest-N als bei 
reiner Fleischzufuhr. Bang laBt es dahingestellt, ob dieser Befund 


* Erklirung der Abbildungen. Die umrahmte Fliche der Abbildungen gibt den bei den 
einzelnen Untersuchungen gefundenen Gesamt - Reststickstoffgehalt des Blutes an. Die erste 
Kolonne jeder Zeichnung entspricht stets dem Niichternwert vor der Belastung. Jede weitere 
Kolonne entspricht einer Untersuchung nach der Belastung. Die Stunden, welche zwischen 
der Belastung und der Untersuchung liegen, sind unter den einzelnen Kolonnen angegeben. 
Die erste horizontale Rubrik jeder Kolonne entspricht dem Harnsiure- plus Gesamtkreatinin-N 
Da die Schwankungen in allen Versuchen innerhalb der methodischen Fehler liegen haben wir 
diese Schwankungen vernachlissigt und zur Erhéhung der Ubersichtlichkeit dieser Rubrik 
iiberall gleich hoch gezeichnet. Die zweite Horizontalrubrik entspricht dem N der freien 
Aminosiiuren. Die dritte Rubrik gehirt dem Polypeptid-N. Die vierte Rubrik ist der U+-N. 
Die letzte Rubrik ergibt sich aus der Differenz zwischen Gesamt-Rest-N und den gefundenen 
einzelnen Fraktionen, entspricht also dem ,undetermined N°. 

Nummer des Versuchstieres, Ernihrung wihrend der Vorperiode und Belastungsart sind 
auf jeder Abbildung angegeben. 
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auf eine schlechtere oder bloB auf eine langsamere Resorption des 
ohne Zusatz von Pankreas verfiitterten Fleisches zu beziehen sei. 
Unser Versuch, der tiber 24 Stunden ausgedehnt war, spricht wohl 
fiir die erste Deutung. 


Um unabhingig von der Pankreasverdauung die Wirkung der 
resorbierten EiweiSabbauprodukte feststellen zu kénnen, haben wir 
in den weiteren Versuchen alle Hunde mit Wéitte-Pepton belastet 
Wir wollen nunmehr, damit der Einflu8 der Pankreasexstirpation klarer 
hervortrete, die Versuche vor und nach der Operation bei den einzelnen 
Hunden miteinander vergleichen und dann erst das allen Gemeinsame 








70 —- 
8 a oF 
50}— 7} 
=|" 4 io 
3 
cS 
% | 30 UN 











olypeptia N 


Amino N 























pep nape ny ee Harnsoure 

0 Yl ut ls Yr! + OMregtnin 
vor 2 6 & 0 & 
Stunden 


Abb. 2. Hund Nr. 2. 
Fleischvorkost, Peptonbelastung. 


hervorheben. Die bei Hund Nr. 2 nach Peptonbelastung (Abb. 2) 
beobachteten Gesamt-Rest-N-Werte entsprechen denen vor der Pank- 
reasexstirpation im Rahmen der auch beim gleichen Hunde bei wieder- 
holten Untersuchungen gefundenen Unterschiede. Der U*-N dagegen 
wird nach der Operation durch die Belastung anscheinend weniger stark 
gesteigert als vor derselben. Jedenfalls sehen wir bei den Ut N-Werten 
ebenso wie beim Gesamt-Rest-N die gleiche Tendenz, innerhalb von 
24 Stunden auf den Ausgangswert zuriickzukehren. Auch hier zeigt 
sich der Einflu®B der Vorfiitterung in dem Sinne, da8B die eiweiBarm 
ernahrten Tiere sich nach der Peptonzufuhr auf ein erhéhtes Rest-N- 
und Ut+-N-Niveau einstellen, das etwa dem entspricht, welches sie 
nach Fleisch-Vorperiode innehaben. Die Aminosiuren sind — wie 
bereits erwahnt — schon in den Niichternwerten des diabetischen 
Hundes héher als vor der Operation. Nach der Belastung wird die 
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Differenz noch deutlicher. Dies ist besonders deutlich erkennbar in dem 
Versuch nach einer Fett-Kohlehydrat-Vorperiode (Abb. 3), in dem 
auch die Polypeptidkurve eine sichere, weit tiber den Fehlergrenzen 
der Methode liegende Erhéhung zeigt. 


Wahrend diese Polypeptiderhéhung einen innerhalb unserer 
Experimente isolierten Befund darstellt, gilt dies keineswegs fiir die 
Steigerung des freien Aminosiure-N. So zeigte Hund Nr. 2 auch nach 
einer Vorperiode von Fleischfiitterung auf die Peptonbelastung hin 
einen Anstieg der freien Aminogruppen um iiber 50°, des Ausgangs- 
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Abb. 3. Hund Nr. 2 


‘ett-Kohlehydratvorkost, Peptonbelastung 


wertes (von 10°, auf 16 mg-°,,). Das Verhalten der N-haltigen un- 
bekannten Kérper bietet bei diesem Hunde besonderes * Interesse. 
Nach Fleischvorperiode zeigte sich nicht viel Auffallendes. Hingegen 
verlief die Kurve des undefinierten N nach eiweiBarmer Vorkost auf 
deutlich erniedrigtem Niveau. Da in diesem Versuch die Ut N-Kurve 
nicht verandert ist und auch die kleinen N-Fraktionen sich so verhalten 
wie vor der Operation, erfolgt die VergréBerung der Aminosaurewerte 
nach der Pankreasentfernung auf Kosten der unbestimmten Fraktion. 
Besonders interessant ist, daB nicht nur die Werte des freien Amino-N 
ansteigen, sondern daB an dieser zu Lasten der ,, Unbekannten* gehenden 
Steigerung der gebundene Amino-N besonders stark beteiligt ist (von 
7,7 auf 15,8 mg-°,). 


Von Hund Nr. 4 liegen nach der Pankreasentfernung zwei Versuche 
nach Fleischvorperioden und einer nach eiweiBarmer Kost vor (Abb. 4 
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bis 6). Alle Belastungen wurden mit Witte-Pepton vorgenommen und sind 
mit denen vor dem Eingriff direkt vergleichbar. Die Rest- N-Kurven 
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Abb. 4. Hund Nr. 4. 
Fett-Kohlehydratvorkost, Peptonbelastung. 
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Abb. 5. Hund Nr. 4. 
Fjeischvorkost, Peptonbelastung 
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Abb. 6. Hund Nr. 4. 
Fleischvorkost, Peptonbelastung. 


wurden durch die Pankreasentfernung im Wesen nicht verindert. 
Die Harnstoffsteigerungen hielten sich bei diesem Hunde nach Ent- 
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fernung der Bauchspeicheldriise trotz gleicher Belastung in deutlich 
engeren Grenzen als in den Versuchen am gesunden Tiere. Da _ bei 
diesem Hunde die Aminosdurekurven sich nach der Operation ebenso 
verhalten wie vor derselben, finden wir den nicht zu Harnstoff ab- 
gebauten N in der vergré8erten undefinierten N-Fraktiop wieder. 

Der letzte Hund (Nr. 5) endlich zcigte ein etwas erhéhtes Gesamt- 
Xest- N-Niveau (Abb.7). Der Ablauf der Belastungskurve entspricht aber 
volistandig dem des Vorversuches. Auch die U+-N-Werte zeigen ahnliche 
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Abb. 7. Hund Nr. 5. 
Fleischyorkost, Peptonbelastung. 


Verschiebungen vor und nach der Operation, wenn auch die absoluten 


Werte im allgemeinen etwas niedriger sind. Der Amino-N ist wie 
bereits angefiihrt —- schon im Niichternwert erhéht und zeigt infolge 


der Belastung einen deutlichen, aber kurzdauernden Anstieg. An diesem 
beteiligen sich sowohl die freien wie die gebundenen NH,-Gruppen. 
Entsprechend dem erhéhten Rest-N-Ausgangswert ist auch der 
Niichternwert des undefinierten N wesentlich héher als vor der Operation. 
Die Steigerungen nach der Belastung sind zwar bei diesem diabetischen 
Tiere im groBen und ganzen nicht betrichtlicher als im Versuch vor 
der Pankreasentfernung, aber die absoluten Werte liegen infolge des 
gréBeren Anfangswertes héher. 
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Diskussion. 


Wenn wir unsere an diabetischen Hunden nach Peptonbelastung 
erhobenen Befunde vergleichen mit den an denselben Tieren unte; 
gleichen Bedingungen vor der Pankreasentfernung gewonnenen 
Resultatep, so finden wir: Der Ablauf der Gesaimt-Rest- N-Kurve andert 
sich im allgemeinen durch Entfernung des Pankreas nicht. Wir haben 
diese Ergebnisse an Hunden erhoben, die zwar wihrend der Versuchs 
dauer nicht unter Insulinwirkung standen (letzte Injektion 18 bis 
20 Stunden vor der Belastung), die aber in der Zwischenzeit fortlaufend 
Insulin erhalten hatten. Die Menge desselben war stets sehr knap) 
bemessen, da wir Wert darauf legten, die Tiere im diabetischen Zustand 
zu erhalten. Wir dosierten — wie erwihnt — so, daB der Niichternwert 
des Blutzuckers sich um 200 mg-°,, bewegte und die Tiere stets etwas 
Zucker ausschieden. Bei diesem Regime befanden sich die Hunde 
monatelang in guter Verfassung, so daB wir sie den zahlreichen Blut- 
entnahmen aussetzen konnten, ohne dai ihr Allgemeinbefinden litt 
oder sie gar kachektisch wurden. Wir glauben, daB dieses Verfahren dem 
zweiten moéglichen, die Tiere nach der Wundheilung auch in der versuchs- 
freien Zwischenzeit ohne Insulin zu halten, vorzuziehen ist. Wir hoffen 
dadurch die Interferenz sekundarer auftretender, uniibersehbarer 
Schadigung vermieden zu haben. Bei der Unterdosierung des Insulins, 
die wir stets durchfihrten, ist wohl der Einwand, die Hunde seien 
20 Stunden nach der letzten Insulingabe noch unter Einwirkung der- 
selben gestanden, nicht stichhaltig, zumal der Blutzucker zu Beginn 
jedes Versuchs infolge der 20stiindigen Pause ein recht hoher war 
(meist gegen 300 mg-°,, oder dariiber). Die Harnstoffkurven der dia- 
betischen Hunde verliefen im allgemeinen wie in den Vorversuchen, 
wenn sie auch meistens etwas niedriger lagen. Die kleinen N-Fraktionen 
(Harnsiure und Gesamtkreatinin) zeigten bei der von uns gewablten 
Versuchsanordnung keine tiber der Fehlergrenze der Methode liegende 
Verschiebungen. Wesentliche Differenzen gegen die Vorkurven wiesen 
lediglich die der Aminosaurefraktionen und des undefinierten N auf. 
Erstere verliefen in den meisten Versuchen deutlich erhéht. Die 
,undetermined“-Fraktion bot —- wie die Diagramme zeigen — ein 
verschiedenes Verhalten dar. ‘Es ist auffallend, da sich diese Kurve 
gerade in jenem Versuch bei Hund Nr. 2 durchweg auf geringer Hohe 
halt, in dem wir die gréBten Werte nicht nur fiir den freien, sondern 
auch fiir den gebundenen Aminostickstoff gefunden haben. Bei den 
anderen Tieren, deren Aminosdure-N nur maBig oder in einigen Ver- 
suchen sogar tiberhaupt kaum iiber den Werten in den Vorkurven liegt, 
ist dagegen die unbekannte Fraktion erhéht. In diesen Versuchen 
finden wir die Stickstoffmenge, um welche die Ureakurven herabgesetzt 
sind, als ,,undetermined N“ wieder. Es liegt nahe, zu vermuten, dal} 








Ei 
ul 
ul 
su 
na 


U 


be 
de 
fii 
fil 
dt 


e) 








bis 
nd 
pp 
nd 
ort 
ras 


de 


itt 
m 








Intermediarer EiweiSstoffwechsel. II. 353 


in der unbekannten Fraktion Substanzen enthalten sind, deren Stickstoff 
zu Aminogruppen, die nicht peptidartig gebunden sind, in Beziehung 
steht. Dadurch, daB diese Kérper aber unter den von uns gewahlten 
Versuchsbedingungen nicht aufgespalten werden, entgeht ihr N der 
Bestimmung in der NH,-Fraktion. Andererseits wiirde diese Ver- 
mutung auch auf die Beziehungen zwischen ,,undetermined N* und 
Ut+-N hinweisen und die Annahme nahelegen, da der erstere bei Auf- 
spaltung seiner Trager wenigstens teilweise zu U*+-N wird und als solcher 
wiederzufinden ist. 

Uber die von Minkowski als mégliche Erklirung des verinderten 
EiweiBstoffwechsels zur Diskussion gestellte verminderte Verdauung 
und Resorption des zugefiihrten EiweiBes kénnen wir auf Grund 
unserer Versuche kaum etwas aussagen. Hdéchstens der erste Ver- 
such bei Hund Nr. 2 ware in diesem Sinne verwertbar. ‘Wir fanden 
namlich nach Fleischbelastung viel geringere Anstiege im Rest-N und 
UtN, so daB wir auf eine verminderte, mindestens aber verlangsainte 
Resorption schlossen und in den weiteren Versuchen mit Witte-Pepton 
belasteten. In diesen Experimenten konnten wir weder im Ablauf 
der Kurven noch in der Héhe der absoluten Werte einen Anhaltspunkt 
fiir eine gestérte Verdauung oder Resorption von Eiweibspalt produkten 
finden. Auch eine Verinderung des intermediiren Eiweifstoffwechsels 
durch den Wegfall der Bauchspeicheldriise konnten wir aus den syste- 
matischen Blutuntersuchungen der mit Pepton gefiitterten Hunde 
nicht feststellen. Die etwas vergréBerten Aminosaiurewerte geben 
héchstens einen Hinweis auf den vermehrten Umbau derselben, den 
Falkenhausen in seiner schénen, wiederholt erwahnten Arbeit naher 
studiert hat. Die etwas verminderten Harnstoffwerte werden wohl 
zwangles mit der vermehrten Diurese der diabetischen Tiere zu er- 
klaren sein. 

Zusammenfassung. 

1. Die Niichternwerte des Gesamt-Rest- N und der einzelnen N-Frak- 
tionen im Blute pankreasdiabetischer Hunde werden nach verschiedener 
Vorkost festgestellt und mit den an denselben Hunden vor der Pankreas- 
entfernung erhobenen Werten verglichen. Es zeigt sich dabei: 

A. Rest-N und UtN, Kreatinin- und Harnsiure-N ist vor und nach 
der Pankreasexstirpation annahernd gleich hoch. 


B. Aminosiure- und Polypeptid-N ist in der Mehrzah] der Fille 
gesteigert. 

2. Der Aminosiuregehalt des Blutes pankreasdiabetischer Hunde 
wird durch Insulin ohne Nahrungszufuhr deutlich herabgesetzt. 

3. Fleischbelastung eines Hundes fiihrt nach der Pankreas- 
entfernung zu viel geringeren Steigerungen der N-haltigen Fraktionen 
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des Blutes, so daB auf eine verminderte oder verlangsamte Verdauung 
und Resorption des Fleisches geschlossen wird. 

4. Peptonbelastung der Hunde vor und nach der Pankreas 
exstirpation fiihrt zu annahernd gleichen Verainderungen im chemischen 
Blutbild. Geringe Differenzen ergeben sich nur in den Amino-N- und 
Harnstoffkurven und demnach auch in manchen ,,undetermined N“- 
Kurven. 

5. Die Vorkost tibt auf Niichternwerte und Verlauf der N-Kurven 
nach der Pankreasentfernung den gleichen EinfluB aus wie beim ge- 
sunden Tier. 
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Untersuchungen iiber das Reduktionsvermégen von Blutproben 
nach Saurehydrolyse. 


Von 


F. Silberstein, F. Rappaport und M. Wachstein. - 


(Aus dem Institut fiir allgemeine und experimentelle Pathologie der 
Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 23. Juli 1929.) 


I. 

Viele physiologische Fragestellungen verlangen Untersuchungs- 
serien, welche die Feststellung von Verinderungen, die unter normalen 
und pathologischen Bedingungen im Organismus vor sich gehen, er- 
moéglichen. Dazu sind Verfahren erforderlich, die ein expeditives 
Arbeiten gestatten. Die Entwicklung der Mikrochemie hat uns speziell 
im letzten Jahrzehnt eine File derartiger Methoden gebracht, doch 
fehlen solche noch fiir vielé wichtige Substanzen. So ist z. B. auch 
der Gehalt hydrolysierten Blutes an reduzierenden Korpern noch 
Gegenstand lebhafter Diskussion. Es stehen zwar einige Methoden 
zur Bestimmung der Gesamtreduktion zur Verfiigung; sie zeigen jedoch 
alle neben vielen Vorziigen auch gréBere oder geringere Fehler. 


Hier ware in erster Linie das von Bierry und Fandard angegebene 
Verfahren zu erwahnen. Es beruht im wesentlichen auf dem schon von 
Figuier und Pavy angewandten Prinzip, die gebundenen Kohlehydrate 
durch Hydrolyse mit verdiinnter H,SO, in Freiheit zu setzen. Bierry und 
seine Mitarbeiter gingen dabei so vor, da sie das entsprechend mit Wasser 
verdiinnte Blut mit H,SO, bis zu einem Gehalt von 3 Vol.-°% versetzten 
und durch 40 Minuten im Autoklaven bei 120° erhitzten. Das Hydrolysat 
wurde neutralisiert und bei sodaalkalischer Reaktion mit Merkurinitrat 
nach Patain enteiweiBt. Nach Entquecksilbern mit H,S und Vertreiben 
des Uberschusses durch Luft erfolgte die Bestimmung der Kohlehydrate 
nach Bertrand. Die Notwendigkeit des Einleitens von Schwefelwasserstoff 
und des nachherigen Liiftens macht die Methode zeitraubend und daher fiir 
Massenuntersuchungen wenig geeignet. Neuberg hatte schon (1911) an- 
gegeben, daB8 man in Lésung befindliche Merkuriionen bequem mit Zink- 
staub oder Zink-Kupfer entfernen kann, und Bierry hat sich mit seinen 
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Mitarbeitern dieses Verfahrens bedient. Auf diesem Vorgehen basiert 
auch das in letzter Zeit von N. Jizuka angegebene Verfahren. Nach Ent 
fernung des Quecksilbers mit Zinkstaub bestimmte dieser Autor den Zucke: 
nach Hagedorn-Jensen. Dadurch wurde ein rasches Arbeiten ermdéglicht. 
das Serienuntersuchungen gestattet. Allein sowohl bei den Methoden 
von Bierry und seinen Mitarbeitern wie bei ihrer Modifikation durch Jizuk 
entgehen die Aminozucker der Bestimmung. Neuberg und Kerb hatte 
bereits 1912 in ihren Untersuchungen iiber die Fallungsreaktionen de: 
Aminok6érper gezeigt, da Quecksilbersalze in sodaalkalischer Lésung 
Aminoséuren sowie Glucosamin fast quantitativ fallen. In den relatiy 
hohen Konzentrationen, mit denen die Autoren arbeiteten, wurden 95‘ 
der Amino-N enthaltenden Kérper niedergeschlagen und nur etwa 5‘ 
blieben in Lésung. In Blut und Organfliissigkeiten hat man nicht mit 
dem Vorkommen so groBer Glucosaminkonzentrationen zu rechnen. 


Wir priiften daher das Verhalten desselben in den unter physio- 
logischen Bedingungen vorkommenden Verdiinnungen. Wir fanden 
dabei, daB Gluccsamin zwar in eiweiffreier Lésung in diesen Konzen- 
trationen durch alkalische Quecksilberlésung nicht niedergeschlagen 
wird. Bei Gegenwart von Eiweif (z. B. Serum) wird jedoch das Glucosamin 
auch in diesen starken Verdiinnungen bei alkalischer Reaktion durch 
Quecksilbersalze fast quantitativ ausgefallt. Es miissen also — wie 
nach den Befunden von Neuberg und Kerb von vornherein zu erwarten 
war — alle Bestimmungsmethoden, die mit QuecksilberenteiweiBung 
in alkalischem Milieu arbeiten, mit einem auf die Aminozucker zu 
beziehenden Verlust rechnen. Da dieser nicht unbetriichtlich ist, 
geht aus der Arbeit von Dische hervor; dieser fand nach Ent- 
eiweiBung mit Phosphorwolframsiéure, die nach Neuberg und Ishida 
sowie Neuberg und Schewket in EiweiBhydrolysaten Glucosamin nicht 
fallt, Werte, die um etwa 60°, iiber den nach Fallung mit Patainschem 
Reagenz erhaltenen lagen. 

Condorelli hydrolysierte das Plasma durch 10 Minuten bei 1 Atm. 
Druck mit etwa n/8 HCl in einer mit KCl fast gesattigten Lésung. 
Er bestimmte die Gesamtreduktion sodann nach der Methode von 
Bang. Wie Bufano zeigte, ist dieses Hydrolyseverfahren aber un- 
zureichend. 

O. Lowy hat im Jahre 1918 eine Bestimmungsmethode der Gesamt- 
kohlehydrate in Organen angegeben, die bei einiger Ubung sehr befriedigende 
Resultate gibt. Sie beruht auf Hydrolyse mit schwacher HCl, Enteiweiben 
mit Hg; Entquecksilbern, Liiften und Bestimmung des Zuckers nach 
Bertrand. 


Wir wandten die Methode auch fiir Plasma und Serum an und 
gingen dabei folgendermaben vor: 0,1 cem Plasma oder Serum wurde 
in Zentrifugierréhrchen (mit genauen Marken bei 1,0 ccm) mit 0,5 ecm 
2.2% iger HCl versetzt und 2 Stunden im kochenden Wasserbad 
digeriert. Nach dem Erkalten wurde 0,1 cem 30° ,iger Quecksilber- 
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acetatlésung zugesetzt und mit Wasser bis zur Marke (1.0 cem) auf- 
gefiillt. Nach scharfem Ausschleudern wurde die klare tiberstehende 
Fliissigkeit mit Kapillarpipette entfernt und in ein neues Zentrifugier- 
rohrehen gebracht. Hier erfolgte nunmehr die Entquecksilberung 
durch vorsichtiges Einleiten von H,S. Nach neuerlichem scharfen 
Abzentrifugieren wurde abermals die klare Fliissigkeit mit einer 
Kapillarpipette abgehoben, in ein frisches Réhrchen getan und vom 
iiberschiissigen Schwefelwasserstoff durch vorsichtiges Durchleiten 
eines Luftstromes befreit. Letzterer wurde um eine Einengung 
der Untersuchungsfliissigkeit hintanzuhalten -—- vorerst durch eine 
mit Wasser gefiillte Waschflasche geleitet. Von der geruchlosen, kiaren 
Flissigkeit wurde nunmehr mit einer genau geeichten Kapillarpipette 0,1, 
eventuell 0,2 cem (entsprechend 0,01 bzw. 0,02 com Plasma) entnommen 
und in einen 100 cem fassenden Rundkolben getan. Nach Zusatz 
von l0cem 10°. iger KCl-Lésung wurde kurz aufgekocht, um etwa 
noch vorhandene H,S-Reste sicher zu entfernen. Die fiir Bang-Be- 
stimmungen iiblichen Alkali- und Kupfer-Jodatlésungen wurden 
gugefiigt und sodann nach Vorschrift im Dampfstrom reduziert, mit 
H,SO, angesiiuert, abgekiihlt und mit Jodid und Starkelésung versetzt. 
Da die EnteiweiBung nicht wie nach Original-Bang-Vorschrift 
mit einer gelblich-griin gefarbten Uranylacetatlésung vorgenommen 
wurde, erfolgt die Titration mit Thiosulfatlésung in einem vollstandig 
farblosen Milieu, so daf& bei einiger Ubung selbst 1 Tropfen n/400 
Thiosulfatlésung einen sicher erkennbaren Umschlag gibt. Dies spielt 
selbstredend bei Bestimmung der Gesamtkohlehydrate allein keine 
wesentliche Rolle, ist aber von Bedeutung, wenn man im gleichen 
Material mit gleicher Methode neben den gebundenen reduzierenden 
Substanzen auch die praformierten Monosaccharide analysieren will. 
Mit dieser Methode erhielten wir befriedigende Resultate. Sie 
stellt aber an die Zeit des Untersuchers erhebliche Anforderungen, 
kann also zu groBen Serienuntersuchungen nur schwer herangezogen 
werden. Aus diesem Grunde haben wir nach verschiedenen Richtungen 
hin Versuche unternommen, um einen Weg zu finden, der fiir unsere 
Reihenuntersuchungen geeignet ware. Da aus den oben angefiihrten 
Griinden eine EnteiweiBung durch Quecksilbersalze in alkalischem 
Milieu nicht statthaft erschien, in saurem aber die umstandliche 
Schwefelwasserstoff- und Liiftungsmanipulation unvermeidbar ist, 
versuchten wir, das salzsaure Hydrolysat mit kolloidalem Zink oder 
Eisen zu enteiweiBen und daran eine Zuckerbestimmung nach Hagedorn- 
Jensen anzuschlieBen. Wir erhielten auf diese Weise vielfach sehr 


gut iibereinstimmende Resultate. Wir muBten die Methode aber doch 
verlassen, da ihre Zuverlissigkeit von der genauen Neutralisierung 
abhangig ist. Bei der stark sauren Reaktion des Hydrolysats (2,2 °,, HCl) 
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und seines Gehalts an amphoteren Eiwei8spaltprodukten ist die exakte 
Erreichung des Neutralpunktes um so schwerer méglich, als mit dunke!| 
gefarbten Fliissigkeiten gearbeitet wird. Wir wandten daher unsere 
Aufmerksamkeit der EnteiweiBung nach Folin-Wu zu. Dies lag um so 
naher, als ja Bierry fiir die Hydrolyse der komplexen Kohlehydrate 
3°, H,SO, verwendet hatte, also eine Konzentration, die fast identisch 
ist mit der ?/;n H,SO, (= 3.2%), die Folin-Wu zur Enteiwei®ung 
benutzen. Dabei zeigte sich jedoch eine Schwierigkeit, die darin bestand, 
da das zur Aufspaltung der komplexen Kohlehydrate zunichst mit 
der H,SO, allein hydrolysierte Blut bei Zusatz der vorgeschriebenen 
Wolframat- und Wassermenge kein klares, eiweiBfreies Filtrat lieferte. 
Bei Versuchen, die EiweiBfallung durch Erhéhung der Temperatur 
volistandig zu gestalten und dabei zu einem klaren, rasch durch- 
laufenden Filtrat zu gelangen, fanden wir, daB bereits kurze (3 Minuten) 
wahrende Erwarmung im Wasserbad von 45° geniigt, um ein allen 
Anforderungen entsprechendes Filtrat zu erhalten. Dieses enthalt 
aber unter anderem nicht nur alle Aminosauren, die im Blute priformiert 
waren, sondern auch die bei der Hydrolyse frei gewordenen. Daher 
muBte festgestellt werden, ob und wieweit dadurch die beabsichtigte 
Zuckerbestimmung nach Hagedorn-Jensen beeinfluBt wird. 

Von den zahlreichen, in dieser Frage angestellten Versuchen 
geben wir ein Beispiel wieder. 0,1 cem einer 0,2 °,igen Glucoselésung 
ergaben, nach Hagedorn-Jensen analysiert, 197 mg-°,, Zucker. Fiigten 
wir 10 mg Glykokoll zu derselben Glucoselésung, so fanden wir nach 
Hagedorn-Jensen bloB 120 mg Zucker, nach Bang! dagegen 199 mg. 
Da die Reduktion nach der Vorschrift von Bang in stirker alkalischem 
Milieu vor sich geht als die nach Hagedorn-Jensen, so lag es nahe, durch 
Zusatz von Alkali den durch die Aminosiuren bei letzterer Methode 
bedingten Fehler auszuschalten. Wir fiigten zu der 200 mg-°;, Glucose 
und 10 mg Glykokoll enthaltenden Analysenfliissigkeit 2 cem Bangscher 
Alkalilésung und fanden dann bei Analyse nach Hagedorn-Jensen 
tatsaichlich 198 mg-°,, Zucker wieder. Das gleiche Resultat erhielten 
wir auch, wenn wir beim zugesetzten Alkali das von Bang vorgeschriebene 
Seignettesalz weglieBen und lediglich die K,CO,-Lésung verwendeten. 
Da diese Erhéhung der Alkalimenge die Bestimmung nach Hagedorn- 
Jensen weder in Gegenwart noch in Abwesenheit von Aminosiuren 
beeinfluBt, wie wir in ausgedehnten Serienuntersuchungen mit wech- 


' Dies steht in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Harry 
Lundin, die in einer nach AbschluB dieser Arbeit erschienenen Publikation 
mitgeteilt worden sind. Dieser Autor fand, daB Glykokoll die Reduktion 
von alkalischen, carbonathaltigen Kupferlésungen durch Glucose in einem 
Alkalitatsbereich von pq etwa 9,1 bis 9,8 hemmt. Auch er konnte die 
Hemmung durch Alkalizusatz oder Erhéhung der Kochdauer beseitigen. 
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selndem Zuckergehalt festgestellt haben, erschienen die Vorbedingungen 
fiir die Bestimmung der Gesamtreduktion mit Folin-Wu-EnteiweiBung 
gegeben. 

Nach mehreren Versuchen kamen wir zu folgender Methodik: 


Die Hydrolyse wird in einem Reagenzglas aus gutem chemischen Glas 
mit eier Marke bei 15 ccm ausgefiihrt. In diesem wird 0,1 cem Blut unter 
1,0cem #/,n H,SO, geschichtet und hierauf die Blutpipette mit der iiber- 
stehenden Saéure ausgespiilt. Die Eprouvette wird mit einem  vorher 
grindlich ausgedimpften Wattepfropfen versehen und zur Aufspaltung 
der komplexen Kohlehydrate fiir 4 Stunden in den kochenden Dampf- 
sterilisator getan. Nach dem Abkitthlen wird der Inhalt mit 5cem Wasser 
verdiinnt und Icem 10° ige Natriumwolframatlésung zugefiigt. Zwecks 
Vollendung der Eiweibfallung kommt das Ganze sodann fiir 3 Minuten in 
ein Wasserbad von 45°. Nach dem Abkiihlen wird mit Wasser bis zur 
Marke aufgefiillt und filtriert. Vom klaren Filtrat bringt man 5 ccm zur 
Analyse in eine Hagedorn-Jensen-Eprouvette. Nach Zusatz von 2 ccm 
8,2 %iger K,CO,-Lésung wird die weitere Bestimmung gema6 der Original- 
vorschrift nach Hagedorn-Jensen ausgefiihrt. Den fiir die Berechnungen 
erforderlichen Blindwert ermittelt man so, dai man lecm der fiir die 
Hydrolyse benutzten #/,n H,SO, ohne Blutzusatz derselben _Behandlung 
unterwirft wie das Untersuchungsmaterial. Die nach der Hagedorn-Jensen- 
Tabelle gewonnenen Werte ergeben mit drei multipliziert den Gesamt- 
gehalt des untersuchten Blutes an reduzierender Substanz, ausgedriickt 
in Milligrammprozent Glucose. Die Multiplikation mit drei folgt aus der 
Notwendigkeit, bloB ein Drittel des Hydrolysats fiir die Reduktion zu 
verwenden. Nimmt man naimlich gréBere Mengen, so geniigen die vor- 
gelegten 2cem Kaliumferricyanid nicht. 

Auch aus einem anderen Grunde hat es sich als notwendig erwiesen, 
stets mit der gleichen Filtratmenge zu arbeiten. Wir haben in einer groBen 
Reihe von Versuchen verschiedene Mengen der gleichen Filtrate untersucht. 
Vielfach fanden wir die erwartete Proportionalitaét, in einigen Fallen ver- 
miBten wir sie aber. Wir schlossen daraus, daB im Blute neben den Kohle- 
hydraten noch andere Kérper vorhanden sind, die nach Hydrolyse mit 
Schwefelsiure Ferricyankalium reduzieren. Wir konnten uns davon tiber- 
zeugen, daB diese nicht nur mit dem Kaliumferricyanid der Hagedorn- 
Jensen-Methode reagieren, sondern auch bei den iibrigen Kohlehydrat- 
bestimmungsmethoden interferieren. Von besonderer Wichtigkeit und 
fiir die Brauchbarkeit der Methode fiir physiologische Serienuntersuchungen 
entscheidend erscheint es uns, daB bei Verwendung der gleichen Filtrat- 
mengen aus Hydrolysaten und Fallungen verschiedener Proben und Mengen 
desselben Blutes stets gleiche Resultate erzielt wurden, wofern nur die 
Proportion der Blutmenge zur angewandten H,SO, und die Dauer der 
Hydrolyse die gleiche blieb. 


Derartige Versuche — wie einer in Tabelle 1 angefihrt ist 
sind in groBer Zahl bei verschiedenen Tieren (diabetische Hunde, 
Normalhunde, Kaninchen und Insulintiere) ausgefiihrt worden und 
ergaben stets befriedigende Ubereinstimmung der Werte. Trotzdem 
also — wie bereits oben erwahnt — machmal bei Verwendung wech- 
selnder Filtratmengen voneinander stark differierende Zahlen gefunden 
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Tabelle I. 





Blutproben in mg-°'9 


1 2 3 
0,lcem Blut + 1leem HySO, hydrolysiert, ge- 
fallt, auf 15cem aufgefillt, filtriert, 5 cem 
Filtrat zur Analyse . Ris alti ee CE on amen area 531 580 570 
5cem Blut + 50cem H,SO, hydrolysiert, auf 
100 cem aufgefiillt, davon 2 cem (— 0,1 Blut) 
gefallr, auf 15cem aufgefillt, filtriert, 5 ccm 
ane WE OE 6 5 Ga e's 520 562 549 


wurden, so erwies sich die Methode doch zuverlissig, wenn stets gleiche 
Filtratmengen analysiert wurden. 

Wir haben aber selbstverstindlich versucht, den Grund dieser 
Unstimmigkeiten der Analysenresultate zu finden. Es war ja natiirlich 
von prinzipieller Wichtigkeit, festzustellen, ob an der Reduktion noch 
andere Kérper beteiligt sind. Eine Vermehrung der schon im Folin-Wu- 
Filtrat vorhandenen Harnsaiuremenge tritt nach der Hydrolyse nicht 
auf. Wir untersuchten hierauf, ob die Filtrate auch in der Kalte redu- 
zieren, und fanden, dais sie dies in hohem Mae tun, wie nachstehende 
Tabellen II bis VI zeigen. 

Je O,lcem Blut wurde mit 1 cem H,SO, hydrolysiert. gefallt 
und mit Wasser auf liccem aufgefiillt, wie bei der HeiBreduktion 
(s. Methodik, 8. 359). Von den Filtraten wurden je 5ccm mit 8,2”, 
K,CO, + 2 com n/200 Kaliumferricyanidlésung versetzt und 16 Stunden 
bei Zimmertemperatur stehengelassen. Von den gleichen Filtraten 
wurden andere 5ccm der Heibreduktion unterworfen.  Tabelle Ll 
zeigt die Ergebnisse der Kalt- und Heibreduktion bei denselben Blut- 
proben nebeneinander. 

Tabelle I1*. 





Heibreduktion  Kaltreduktion 


Tier 
mg-° |» mg-° 
Meminches i... ... 580 270 
fs _ Sapepe eee 530 204 
I Sea elt tein 520 180 
ONS ete Goma Prone 690 216 
sg UPI Lg Fei age 689 190 


Wir haben weiter festzustellen versucht, ob die Kaltreduktion 
bei einem und demselben Tiere eine konstante Grée darstellt, oder 


* Um die bei der Kaltreduktion gewonnenen Werte mit denen der 
HeiBreduktion leicht vergleichen zu kénnen, haben wir die erhaltenen 
Titrationsresultate stets nach der Hagedorn-Jensen-Tabelle auf Glucos« 
umgerechnet. 
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ob sie unter verschiedenen Bedingungen des Kohlehydratstoffwechsels 
schwankt. Zu diesem Behufe haben wir Hunde einerseits unter Insulin- 
wirkung, andererseits unter Kohlehydratbelastung untersucht. 


Der Bedeutung dieser Frage gemaiB haben wir an einer groben 
Zahl von Hunden Serienuntersuchungen angestellt, oft mehr als 
20 Bestimmungen zu verschiedenen Zeiten an einem Tiere vor- 
genommen und dabei die Stoffwechsellage so variiert, dal} der Blut- 
zucker zwischen 40 und 500 mg-°,, sechwankte. Da alle Versuche ganz 
gleichsinnig verliefen, beschranken wir uns auf Wiedergabe eines 
Beispiels, das in Tabelle III angefiihrt ist. 


Tabelle ILI. 





Blutzucker Heifbreduktion Kaltreduktion* + 
mg-")y mg-" 9 mg-")9 
45 670 207 
80 684 190 
220 740 210 
393 846 180 / 
471 936 180 


* Vel. Fufinote 8. 360. 


Aus diesen Versuchen geht hervor, dab die Menge der Substanzen, 
welche die Kaltreduktion bedingen, bei ein und demselben Tiere in 
den verschiedensten Phasen des Kohlehydratstoffwechsels annihernd 
konstant bleibt (mit Schwankungen nach oben und unten um an- 
naihernd 10°,). 


Es war nun wichtig festzustellen, ob diese in der Kalte reduzierenden 
Substanzen auch bei den anderen Arten der Gesamtkohlehydrat- 
bestimmung eine Rolle spielen. Bei der Methode von Bierry war dies 
ja wohl von vornherein sehr wahrscheinlich, da die Methode des Auf- 
schlieBens der kemplexen Kohlehydrate durch 3°, H,SO, mit der 
von uns benutzten fast iibereinstimmt. Wir haben ein paar Versuche 
mit der von Jizuka angegebenen Modifikation dieser Arbeitstechnik 
angestellt. Tabelle [V gibt einen solchen Versuch wieder. Die Blut- 
und Serumproben wurden gemaB der Vorschrift von Bierry bzw. Jizuka 
mit Schwefelsiure hydrolysiert, mit Quecksilber enteiweibt, das Hg 
mit Zinkstaub entfernt und die Filtrate in je zwei Teile geteilt. In dem 
einen wurde die Zuckerbestimmung nach Hagedorn-Jensen wie iiblich 
vorgenommen, in dem anderen das Kaliumferricyanid zugesetzt und 
16 Stunden bei Zimmertemperatur stehengelassen. Die hierauf aus- 
gefiihrte Titration dieser Probe ergab die Kaltreduktion. 
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Tabelle IV. 


Hydrolyse und EnteiweiBung nach Jizuka. 





Heifreduktion Kaltreduktion* 


mg-°/5 mg-°/o 

| 152 15 

eR ae eee oe “|| 220 19 
189 17 


* Vgl. Fufnote 8S. 360. 


Damit war also festgestellt, daB nach Schwefelsiurehydrolyse 
diese kalt reduzierenden Substanzen, wenn auch in verschieden hohem 
MaBe, sowohl bei Fallung nach Bierry-Jizuka als auch nach Folin-Wu 
nachweisbar sind. Wir untersuchten nun, ob auch bei Hydrolyse 
und EnteiweiBung nach Léwy eine Kaltreduktion auftritt. In einer 
gréBeren Versuchsreihe wurden verschiedene Blutproben mit 2,2 °,, HCl 
hydrolysiert und so weiterverarbeitet, wie wir es oben als Anwendung 
der Léwy-Methode fiir Plasma und Blut beschrieben haben (vgl. 8. 356). 
Die Zuckerbestimmungen in den Filtraten erfolgten jedoch zuniichst 
nicht nach Bang, sondern nach Hagedorn-Jensen, die Bestimmung 
der Kaltreduktion wieder nach 16stiindigem Digerieren mit der 
Kaliumferricyanidlésung bei Zimmertemperatur. Tabelle V_ gibt 
einen derartigen Versuch wieder. 


Tabelle V. 


Hydrolyse und EnteiweiBung nach O. Léwy, Bestimmung der Kalt- und 
Warmreduktion mit [K,(FeCy),] nach Hagedorn-Jensen. 





Heifreduktion Kaltreduktion 
mg-9/5 mg-°/9 
662 280 
‘ 610 210 
650 | 195 


Da also auch bei salzsaurer Hydrolyse und SublimatenteiweiBung die 
mit Kaliumferricyanid in der Kalte reagierenden Substanzen auftreten, 
schien es wichtig, festzustellen, ob sie auch Kupferoxydsalze in alkali- 
schem Milieu in der Kalte zu reduzieren imstande sind. Wir wahlten zu 
diesen Versuchen die Hydrolyse und EnteiweiBung nach Léwy und die 
Zuckerbestimmung des Hydrolysats nach Bang. Eine Schwierigkeit 
ergab sich nur dadurch, daB sich eine etwa stattfindende Kaltreduktion 
bei dieser Methode dem direkten Nachweis entzieht. Bei dem tragen 
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Ablauf der Kaltreduktion ist namlich eine verhaltnismaBig lange 
Reaktionszeit erforderlich. Wahrend dieser wird nun das entstehende 
Cuprooxyd durch den Luftsauerstoff wieder regeneriert und entgeht 
dadurch der Bestimmung. Der Nachweis muB8 also indirekt gefiihrt 
werden. Bestimmt man z. B. in einer Probe die HeiBreduktion sofort 
nach dem Alkalizusatz, in einer anderen aber erst 16 Stunden nach dem- 
selben aus, so ergibt die zweite Probe viel niedrigere Werte. Dies ist 
folgendermafen zu erkliren. Die Kaltreduktion laiuft innerhalb der 
16 Stunden ab. Dadurch verschwinden die in der Kalte reduzierenden 
Substanzen. Da aber das dabei reduzierte Cupriion durch den Luft- 
sauerstoff wieder regeneriert worden ist, so driickt sich die  statt- 
gefundene Reaktion nicht in einer Bildung von Cuprooxyd aus. Fiihrt 
man nunmehr die HeiBreduktion durch, so-wird nur so viel Cuprooxyd 
gebildet, als den in der Hitze reduzierenden Koérpern entspricht. Bei 
der sofort nach dem Alkalizusatz ausgefiihrten HeiBreduktion reagiert 
aber die Gesamtheit der vorhandenen reduzierenden Substanzen. 
Die Differenz zwischen den beiden zu den zwei verschiedenen Zeit- 
punkten vorgenommenen HeiBreduktionen ist also bedingt durch 
die unsichtbar abgelaufene Kaltreduktion und gestattet einen Riick- 
schlu8 auf die Gré8e derselben. 


Tabelle VI. 


Blut, verarbeitet zur Gesamtkohlehydratbestimmung nach Léwy. Aus 
dem Filtrat Zuckerbestimmungen nach Bang: HeiBreduktion. 





ines jn Rage nach Ticdinenate Differenz 
mg-° 9 mg-" 5 mg- 
744 609 144 
S04 472 332 
816 570 246 
830 580 250 


Die Ergebnisse aller Versuchsreihen, fiir die wir in Tabellen II 
bis VI Belege angefiihrt haben, lassen sich also kurz dahin zusammen- 
fassen, da bei der Hydrolyse durch H,SO, oder durch HCl aus dem 
Blute Substanzen frei werden, die sowohl Ferricyankalium wie Cupri- 
salze in der Kalte reduzieren. Ob diese Kaltreduktion auf Triosen 
zuriickzufiihren ist oder auf andere Stoffe, welche nicht den Kohle- 
hydraten zuzuzihlen sind, kénnen wir derzeit nicht entscheiden. 
Jedenfalls gehen sie bei allen in Betracht kommenden EiweiBfallungs- 
methoden ins Filtrat tiber und belasten demnach in analoger Weise 
alle auf dem Reduktionsprinzip aufgebauten Gesamtkohlehydrat- 
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bestimmungen. Das Vorkommen kaltreduzierender Kérper miifte 
aber an sich diese Methoden fiir physiologische Zwecke nicht unbrauchbar 
machen, da die Menge derselben unter den in Betracht gezogenen 
Verhaltnissen bei demselben Tiere annahernd konstant bleibt. Speziel! 
fiir die von uns vorgeschlagene Methode der Kohlehydratbestimmung 
haben wir ja in ausgedehnten Versuchen unter den verschiedensten 
Bedingungen festgestellt, daB die Kaltreduktion beim gleichen Tiere 
um héchstens 10°, nach oben und unten schwankt. Es war also er- 
wiesen, daB die Reduktionsmethoden nach Siurehydrolyse des Blutes 
auch Kérper erfassen, die wahrscheinlich nicht zu den Kohlehydraten 
gehéren. Es muS8te nunmehr die Frage beantwortet werden, wieweit 
die Methode die verschiecenen Zuckerarten, die im Blute vorkommen, 
erfaBt. 


Wir haben daher zahlreiche Versuche angestellt, um_hieriiber 
Aufschlu8 zu bekommen. Wir geben je eine Analysenserie wieder. 
Die in Tabelle VIL angefiihrten Versuche sind in der Weise angestellt, 
da die zu analysierenden Kohlehydratlésungen denselben Eingriffen 
unterworfen wurden, wie die zu untersuchenden Blutproben, und dann 
ermittelt wurde, wieviel von den eingewogenen Zuckern wiedergefunden 
werden kennte. 

Tabelle VII. 











Verwendetes Eingewogen Gefunden | Eingewogen Gefunden | Eingewogen Gefunden 
Kohlehydrat & r" 
mg-° |» mg-° |» mg-° 5 mg-° |» mg-| 5 mg- 
Glucose .. 130 130 156 153 246 250 
Mannose. . 175 172 193 197 212 217 
Glucosamin . 119 123 192 196 230 234 
Saccharose . 131 142 208 216 274 279 
Glykogen. . 289) 271 310 301 145 131 


Tabelle VIII. 





Gesamtkohlehydrat in 





Zugesetzte } ; rdratz - , Analysen- 
Zuckerart Sedhemennne Blut Minicabtamacaten ieamenecnaa fehler 
ohne Zusatz | berechnet | gefunden 

mg-°/5 mg-°/9 | mg-°/» mg-°/9 9/9 
Mannose ... 168 177 345 331 —4 

Glucose. ... 182 177 | 359 348 — 31 
Saccharose . . 150 177 «=| 827 314 —4 
Glucosamin . . 145 177 322 321 +0 
Glykogen. . . 150 177 S27. 313 —4 
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Es wurden nunmehr Versuche unternommen, in denen die 
betreffenden Zuckerarten einzelnen Blutproben zugesetzt wurden. 
Da die Zusatzmengen bekannt waren, mubte die Differenz der Gesamt- 
reduktionsbestimmungen mit und ohne Kohlehydratzusatz anzeigen, 
ob dem Blute zugefiigte Kohlehydrate quantitativ erfaBt werden 
oder nicht. 

Wir geben in Tabelle VIII einen derartigen Versuch wieder. 

Es zeigt sich also, daB bei Zusatz der in Betracht kommenden 
Kohlehydrate zum Blute die gefundene VergréSerung der Reduktions- 
werte eine befriedigende Ubereinstimmung mit der berechneten ergibt. 
Daraus folyt, dais die von uns benutzte Methode der Bestimmung 
der Gesamtreduktion des Blutes die unter physiologischen Verhalt- 
nissen im Blute hauptsiachlich in Betracht kommenden Zuckerarten 
erfaBbt. Dagegen sagen unsere Versuche nichts dariiber aus, ob noch 
andere Substanzea des Blutes an den von uns erhobenen Reduktions- 
werten beteiligt sind. Es gestattet demnach unsere Methode ebenso- 
wenig wie die anderen bisher beschriebenen, die durch Hydrolyse des 
Blutes frei werdenden Kchlehydrate allein zu erfassen und von redu- 
zierenden K6érpern anderer Natur isoliert zu bestimmen. Unser Ver- 
fahren zeigt dagegen die Schwankungen im Gehalt an Zuckerarten, 
die in Stoffwechselversuchen auftreten kénnen, innerhalb geringer 
Fehlergrenzen an. 

Die dabei erhobenen Werte liegen wesentlich héher als die meisten 
der bisher in der Literatur angefiihrten. Die héchsten Zahlen fand 
bisher Glassmann mittels seiner kolorimetrischen Methode. Gegen 
diese hat Dische polemisiert. Er hob hervor, daB die von Glassmann 
gefundenen hohen Werte auf andere Ursachen zuriickgefiihrt werden 
kénnten, entweder darauf, daB im Blute neben Kohlehydraten noch 
andere Substanzen vorhanden waren, die unter Braunfarbung mit 
Resorzin-Salzsiure reagieren, oder darauf, daB es Zuckerarten gabe, 
die mit dem Reagens eine, intensivere Farbung geben als Glucose und. 
daher bei Vergleich mit gestellter Dextrose zu hohe Werte vortauschen. 
Die Methode von Dische und Popper dagegen ergibt sicherlich zu geringe 
Werte, da sie — wie sie selbst sowie Grevenstuck hervorheben — das 
Glucosamin nicht erfaBt. Bei ihr wird das Verhaltnis der einzelnen 
Kohlehydrate zueinander und demnach auch zur Vergleichslésung 
willkiirlich angenommen. Die Differenz zwischen unseren Reduktions- 
werten und den von anderen Autoren im Blute gefundenen sind 
sicherlich wenigstens teilweise darauf zuriickzufitihren, daB den anderen 
Methoden das Glucosamin entgeht. Dafiir spricht auch der Umstand, 
daB wir bei Adaptierung der Methode von O. Léwy fiir Bestimmungen 
im Blute die gleich hohen Resultate erhielten wie mit unserem Ver- 
fahren. Ob dabei auch die von Grevenstuck angefiihrte Beobachtung, 
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daB das Reduktionsvermégen der Hydrolysate beim Stehen derselben 
bei Zimmertemperatur zunimmt, eine Rolle spielt, laBt sich nicht 
von vornherein entscheiden. Diese an sich schwer erklarbare Tatsache 
konnte von uns in eigens darauf gerichteten Versuchen nicht bestiitigt 
werden. 

Il. 


Aus den vorstehenden Untersuchungen folgt: 1. Unser Ver- 
fahren erfaBt ebenso wie alle bisher angegebenen Reduktionsmethoden 
fiir die Bestimmung der Gesamtkohlehydrate des Blutes auch Sub- 
stanzen, deren Zugehérigkeit zu den Zuckerarten mindestens fraglich 
ist. 2. Auch die kolorimetrischen Bestimmungsmethoden der Gesamt- 
kohlehydrate befriedigen nicht. 3. Unser Verfahren gibt die héchsten 
Reduktionswerte. 


Wir haben mehrfach darauf hingewiesen, daB bei den iiblichen 
Methoden Glucosamin der Bestimmung entgeht. Die Bedeutung, 
welche den Aminozuckern im intermediaren Eiwei$- und Kohlehydrat- 
stoffwechsel zukommen diirfte, war ja die eigentliche Veranlassung 
fiir uns, nach einem neuen Verfahren zur Bestimmung der Gesamt- 
reduktion zu suchen. Nun sind die Differenzen zwischen den von uns 
gefundenen Werten und den meisten in der Literatur angegebenen 
so groB, da8 es unwahrscheinlich ist, daB sie lediglich auf diese Kérper 
zu beziehen seien. Es ist vielmehr méglich, dab auch noch andere 
Substanzen mitgefaBt werden, die den anderen Methoden entgehen. 
Uber die Natur derselben kénnen wir selbstredend vorlaiufig nichts 
aussagen, nicht einmal dariiber, ob sie mit dem Kohlenhydratstoff- 
wecksel etwas zu tun haben oder nicht. Es erscheint aber folge- 
richtig, bei AufschluBverfahren ceteris paribus demjenigen den Vorzug 
zu geben, dem die weitgehendste Aufspaltung gelingt, das also die 
héchsten Werte liefert. Wir haben daher diese Methode dazu benutzt, 
um einigen Problemen des Kohlehydratstoffwechsels, die uns besonders 
interessierten, naiherzutreten. Wir untersuchten bei normalen und 
pankreasdiabetischen Hunden den EinfluB, den orale Pepton- und 
Zuckerzufuhr sowic subkutane Insulingabe mit und ohne gleichzeitige 
Zuckerbelastung auf Blutzucker und die nach Siaurehydrolyse fest- 
stellbare Gesamtreduktion des Blutes hat. 


Wir geben in nachstehenden Tabellen typische Beispiele unserer 
Versuche wieder. Die Entnahmen zu den Analysen wurden in ver- 
schiedenen Intervallen vorgenommen, wie aus den angefiihrten Tabellen 
ersichtlich ist. Die letzte Nahrungsaufnahme erfolgte 18 Stunden 
vor dem Versuch, Pankreashunde erhielten die letzte Insulininjektion 
vor dem Versuch gleichfalls zu diesem Zeitpunkt, also gleichzeitig 
mit der letzten Fiitterung. 
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Experimentelle Ergebnisse. 


l. Peptonfiitterung. 





Differenz 


Gesamt- i : 
. “— zgucker - zwischen Ge- 
Hund Nr. Zeit der Blutzucker reduktion : 1 me re 
. (direkte samt- un Bemerkungen. 

und Datum Entnahme Reduktion) nach Sture- direkter aakactiol , 
eee eduktion , —_ - elastet mi 

Gewicht hydrolyse Reduktion ; ' 

Std. mg-° mg-° , mg-' 


A) Gesunde Hunde. 





3 10. I. vor 84 555 471 
12,.3kg 1929 2 90 549 459 
4 81 564 483 
6 74 519 445 120 g Pepton 
8 74 561 487 
10 81 546 465 
24 90 531 441 
5 4. TI. vor 99 684 585 
185kg 1929 215 99 678 579 
4 100 693 593 ~~ 
6 100 684 584 
24 90 678 5&8 


B) Pankreatektomierte Hunde. 


2 20. XII. vor 310 822 512 
11,9 kg 1928 2 456 924 468 
4 492 968 476 10g Pepten- 
8 500 948 448 Witte 
10 526 999 473 
12 526 999 473 
24 450 1029 579 
+ 8. ¥. vor 274 873 599 
8.8 kg 1929 2 892 951 559 
6 341 942 601 * 88 g Pepton- 
8 370 951 581 wens 
10 318 873 555 
24 329 873 544 
2 25. I. 18 333 870 537 ae ene 
10,2 kg 1929 22 379 918 539 ~ Entnahme- — 
24 343 882 539 1 
26 355 912 557 letzten Nah- 
98 405 948 543 rungszufuh 
4 25. VI. 20 264 862 598 roe ea 
8,0 kg 1929 24 257 860 603 Entnahme- . 
26 243 906 663 re a s ae ler 
28 238 912 674 letzten Nah- 





rungszufuhr 


44 402 | 1044 642 
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Kohlehydratbelastung. 





Hund Nr. 
und 
Gewicht 


21 kg 


gs 


i 
7g 


qn 
“Ino 


Datum 


29. I. 


1929 


10. I. 
1929 


27. IL. 
1929 


18. III. 


1929 


$1. I. 
1929 


Zeit der 
Entnahme 


Std. 


Gesamt- 


Blutzucker reduktion 
(direkte nach Siure- 

Reduktion) hvdrolyse 
mg-"/5 mg-' 


A) Gesunde Hunde. 


89 618 
129 666 
102 651 
115 606 

73 657 

78 666 

8 702 

82 606 

78 627 

82 633 

87 627 

84 753 
139 771 
110 741 
124 778 
111 741 
110 729 

92 696 

84 714 

90 714 

90 657 

80 618 
102 477 
134 531 
115 522 

97 489 

96 456 

98 462 
100 474 
102 477 
112 537 
201 600 
196 600 
100 537 
109 537 
109 549 
106 537 
109 567 


Differenz 
zwischen Ge- 
samt- und 
direkter 
Reduktion 
mg-" | 


Bemerkunger 
Belastet mit 


584 210 cem 30° /piger 
5R8 Glucoselisung 
oss q Z 
+ = 3g Glucose 
pro lkg 


122.5 ecm 

630 40° ,iger Glu- 

619 coselésung 

‘ = 4g Glucose 
) x 

694 pro Lkg 


124 ccm 30° »iger 
392 Gluecoselésung 
360 = 3g Glucose 
364 pro lkg 


399 
i ae 
an 124 cem 30° ,iger 
437 Glucoselésung 
428 = 3¢ Glucose 
440 pro lkg 
431 
457 





B) Pankreatektomierte Hunde. 


vor 


1 
2 


ae whe 


493 1029 
584 1295 
712 1275 
606 1320 
548 1221 
505 1221 
491 1221 


536 
711 
563 97 cem 30° piger 
714 Glucoselisung 
673 = 3g pro lkg 
716 
730 
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Hund Nr. 


und 
Gewicht 


8kg 


21 kg 


3 
123 kg 


Datum 


31. I. 
1929 


22. II. 


1929 


25. I. 
1929 


18. IT. 
1929 


22. II. 
1929 


Zeit der 
Entnahme 


Std 


B) Pankreatektomierte Hunde. 
487 
487 
448 
444 
350 
500 


vor 


vor 


91 
3, 
6 

10 

24 


Blutzucker 
(direkte 
teduktion) 


mg-"/6 


514 


482 
412 
395 
392 
385 
385 
268 


447 


350 


298 
989 
232 
219 
306 


Insulinversuche. 


A) Normale Hunde. 


93 
70 
54 
52 
79 
93 
93 
88 
106 
71 
50 
42 
64 
69 
82 
73 
75 
90 
45 
40 
36 
76 
70 
70 
SO 


Gesanit- 

reduktion 
nach Siture- 
hydrolyse 


mg-"/o 


1164 
1128 
1110 
1176 
1035 
1155 
1200 
1227 
990 
990 
930 
900 
900 
918 
1227 
1170 
942 
942 
1001 
969 
1190 


684 
672 
642 
633 
633 
684 
684 
686 
720 
567 
549 
546 
552 
564 
564 
564 
564 
630 
611 
595 
603 
615 
621 
615 
621 


677 
641 
662 
732 
655 
655 
686 
745 
578 
595 
538 
515 
515 
650 
780 
820 
644 
662 
769 
750 
S84 


Differenz 
zwischen Ge- 
samt- und 
direkter 
Reduktion 

meg- 


0 








Bemerkungen 
Belastet mit 


97 ecem 30°/,iger 
Glucoselisung 
3g pro lkg 


97 cem 30°) iger 
Glucoselésung 
== 3g pro l kg 


27 cem 30° /oiger 
Glucoselisung 
= 1g pro lkg 


16 klinischer 

Einheiten 
Insulin 

. Wellcome* 


10 klinisehen 
Einheiten 
Insulin 

» Wellcome 


12 klinische: 
Einheiter . 
Insulin 

~ Wellcome 
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Hund Nr. 


und 


Gewicht 


8 
16 kg 


~) 


1 0k g 


10 kg 


Datum 


15. XII. 


1928 


3. 1. 
1929 


| 
1929 


10. V. 
1929 


Gesamt- 


Blutzucker reduktion 


Zeit der 


Rondens . (direkte ach Siure- 
Entnahme Reduktion) ge A ne 
Std. mg-°'» mg-° |, 

A) Normale Hunde. 

vor 71 585 
i, 36 536 
1 32 540 
1"), 36 542 
2 44 552 
21), 44 564 
3 52 552 
5 80 567 


Differenz 
zwischen Ge- 
samt- und 
direkter 
Reduktion 
mg-° 9 


Bemerkungen. 
Belastet mit 


508 8 klinischen 
596 Einheiten 
508 Insulin 
520 ~ Wellcome” 





B) Pankreatektomierte Hunde. 


vor 404 $1 2 
1, 409 812 
1/, 292 777 

1 243 741 

1"/y 209 696 

23/4 132 639 

3 119 600 

4 108 579 

5 92 600 

vor 471 936 

1 345 828 

2 226 735 

3 163 735 

5 146 723 

7 154 696 

9 179 753 

12 | 25 786 

14 253 840 

24 | 272 $28 

vor | 393 846 

8 | 104 684 

5 74 651 

7 93 696 

» | 714 

12 193 729 

14 | 200 747 

24 240 753 

vor | 209 858 

1 81 791 

2 43 753 

8 41 759 

6 41 759 

8 56 759 


498 8 klinischen 
> Einheiten 

487 Insulin 

507 ~ Wellcome* 


572 — 

oe 8 klinischen 
olf Einheiten 
542 Insulin : 
574 » Wellcome 


olf 13 klinischen 
603 Einheiten 
595 Insulin 
536 ~ Wellcome 


710 |} 16 klinischen 
718 Einheiten 
( Insulin 


718 ~ Wellcome* 
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Traubenzucker per os. 





Hund Nr. 


und 
Gewicht 


21 kg 


Datum 


31. I. 
1928 


15. II. 


1929 


4. Il. 
1929 


13. V. 
1929 


28. V. 


1929 


Gesamt- 
Blutzucker 


Differenz 


zwischen Ge- 


ait ter, | Midirekte | revuktion |" samt- und 
Reduktion) hydrolyse R. teitin 
LedukKtion 
Std mg- mg- mg-' 
A) Normale Hunde. 
vor 94 729 635 
My 113 720 607 
1 9 700 606 
2 72 690 618 
3 62 684 622 
4 67 672 605 
6 84 702 618 
S 78 720 642 
11 84 720 636 
14 101 702 601 
24 101 792 691 
vor 92 702 610 
3 110 735 625 
14/, 96 675 579 
2 96 657 561 
3 100 639 539 
4 76 68 608 
7 90 657 567 
10 92 633 541 
li 92 639 547 
24 92 645 553 
vor 117 603 486 
3), 180 705 525 
2 109 666 557 
8 78 669 591 
5 YI 591 500 
6 109 636 527 
8 123 636 513 
10 119 602 483 
13 117 609 492 
24 102 590 488 
B) Pankreatektomierte Hunde. 

vor 272 999 727 
af 272 981 709 
1/4 234 89) 656 
3 45 745 700 
5* 30 690 630 
vor 314 948 634 
3/, 262 858 596 
1}/, | 74 741 667 
2 47 684 637 
3 57 753 696 
5 65 720 655 
8 74 729 646 
13 127 777 650 
24 312 95 638 


Bemerkungen. 
Belastet mit 


16 klinischen 
Einheiten 
Insulin 

~ Wellcome* 
subkutan 
+ 210 com 
30° oiger 

Glucoselésung 

per os 


10 ktinischen 
Einheiten 
Insulin 
. Wellcome* 
subkutan 
+ 123 com 
30° ,iger 
Glucoselésung 
per os 


12 klinischen 
Einheiten 
Insulin 
. Wellcome* 
subkutan 
124 ecm 
30°) .iger 
Glucoselésung 
per os 





16 klin. Einh. In- 
sulin . Welicome* 
27 cem 
30° ,iger 
| Glucoselosung 
per os 


+ 


10 klinischen 
Finheiten 
Insulin 
~ Wellcome” 
subkutan 
+ 27 ccm 
30° oiger ; 
Glucoselésung 
per os 





* Versuch abgebrochen, da das Tier schwere hypoglykimische Krimpfe hatte. 
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Differenz 


Gesamt- zwischen Ge- 


Hund Nr. Zeit der - Blutzucker — peduktion “Say i 
und Datum Entnahme (direkte nach Siure- _— Bom mage. 
Gewicht Reduktion) hydrolyse Reduktion Belastet mit 
Std. mg-"/o mg-°/o mg-°/» 
B) Pankreatektomierte Hunde. 
2 11. I. vor 215 882 667 
97 kg 1929 5), 325 859 525 13 klinischen 
1} . 999 858 566 Einheiten 
. ama * nose Insulin 
2 284 822 538 . Wellcome* 
3 163 753 590 subkutan 
6 79 684 605 ae oom 
, Oe mo 30" oiger 
9 61 633 572 Traubenzucker- 
121/, 61 645 584 lésung 
24 222 858 636 





Betrachten wir die Wirkung einer Peptonfiitterung auf die Reduktions- 
werte des Blutes gesunder Hunde, so sehen wir keinerlei grifBere 
Schwankungen der direkt ermittelten und auch nicht der nach Saure- 
hydrolyse erhobenen Reduktionszahlen. Bei pankreasdiabetischen 
Hunden ruft Peptonfiitterung eine Steigerung des direkt bestimmbaren 
Blutzuckers hervor. Da die nach Siurehydrolyse ermittelten Reduktions- 
werte nicht in gleichem MaBe ansteigen wie diese, so vermindert sich 
auch die Differenz zwischen den beiden Analysenreihen. Dies steht 
in guter Ubereinstimmung mit der bekannten Tatsache, da® auch 
bei gesunden Menschen eine reine EiweiSmahlzeit keine nennenswerte 
Blutzuckersteigerung hervorruft, wihrend bei Diabetikern oft eine 
solche gefunden wird (Jacobsen und Edwards, Rosenberg). 

Hingewiesen sei, da% in diesen wie in den folgenden Versuchen 
die Differenz zwischen Gesamt- und direkter Reduktion des Niichtern- 
blutes unserer Hunde nach der Pankreasexstirpation héher liegt als vor 
derselben, daB also die Gesamtreduktion bei diabetischen Tieren noch 
mehr ansteigt als dem Blutzucker entspricht. Uber die Gesamtreduktion 
im Blute von menschlichem wie experimentellem Diabetes liegen 
in der Literatur einige Angaben vor, die aber sehr widersprechend 
sind. Wir verweisen in dieser Hinsicht auf die ausgezeichnete Mono- 
graphie Grevenstucks, der erst jiingst das gesamte diesbeziigliche 
Material zusammengetragen hat. 

LaBt man diabetische Hunde etwa 2 Tage nach der letzten Nahrungs- 
und Insulinzufuhr fasten, so steigt innerhalb der zweiten 24 Stunden 
nicht nur der Blutzucker, sondern auch die Gesamtreduktion. Die 
beiden Kurven laufen aber nicht durchweg parallel. Die Differenz 
zwischen ihnen nimmt allmihlich zu. 

Wir haben weiter gesunde Hunde mit Glucose belastet. Die 
daraufhin beobachteten Bhitzuckersteigerungen bewegen sich innerhalb 
der bekannten Grenzen. Gleichsinnig mit ihnen verlaufen die Gesamt- 
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reduktionswerte, so dali die Differenz im groBen und ganzen_ un- 
geindert bleibt (vgl. dazu die ganz anders verlaufenden Kurven von 
Condorelli in Grevenstuck, 8.192). Hier sei auf die Arbeiten von Gigon, 
Gigon und Brauch hingewiesen. Es ist eine leicht kontrollierbare Tat- 
sache, daB die nach oraler Zuckerzufuhr oder nach Injektionen von 
Zuckerlésungen bei gesunden Menschen und Tieren zu beobachtenden, 
relativ rasch voriibergehenden Steigerungen des Blutzuckers nur 
einem kleinem Bruchteil der resorbierten oder infundierten Kohle- 
hydrate entsprechen. Dazu kommt, da’ es auch von dieser Steigerung 

- wenigstens nach enteraler Zuckerzufuhr —- ungewif ist, ob sie auf 
die resorbierten Kohlehydrate zuriickzufiihren oder nicht wenigstens 
teilweise auf verzuckertes Leberglykogen zu beziehen ist. Andererseits 
setzt die Glykogensynthese in der Leber relativ spit ein und erreicht 
ihr Maximum erst zu einer Zeit, in der die Hyperglykiimie schon lingst 
geschwunden ist. Auf Grund dieser Tatsachen und seiner Gesamt- 
kohlenstoff- und Gesamtstickstoffanalysen im Blute niichterner, 
hungernder sowie mit Zucker gefiitterter Tiere kommt Giyon zu dem 
SchluB, daB der zugefiihrte Zucker zunichst in eine Vorstufe des 
Glykogens — etwa Maltoseanhydrid — umgesetzt werde, Die Um- 
wandlung dieser direkt nicht mehr reduzierenden Vorstufe ins Depot- 
kohlehydrat und die Ablagerung desselben erfolge erst allmahlich 
und beeinflusse als soleche den Wert des Blutzuckers nicht, sondern 
lediglich den Gesamt-C-Wert. Unsere Gesamtreduktionswerte bzw. 
die Differenzen zwischen denselben und den Blutzuckerwerten geben 
keinen Anhaltspunkt fiir die Annahme des Kreisens eines derartigen 
niedrigen Polysaccharids nach Zuckerbelastung. 

Der Blutzucker unserer pankreasdiabetischen Hunde weist nach 
oraler Zuckergabe die bekannte, lange anhaltende Steigerung auf 
Die siurehydrolysierbaren, reduzierenden Substanzen nehmen jedoch 
keineswegs parallel mit dieser zu. Die Differenzen zeigen in der Mehrzahl 
der Fille eine ausgesprochen steigende Tendenz, in anderen dagegen 
eine fallende. Die Ursache dieser Verschiedenheiten konnten wir nicht 
feststellen. Sie mag vielleicht auf die Uneinheitlichkeit interferierender, 
nicht zuckerartiger Kérper zu beziehen sein, oder auf wechselnde 
Fiillung und Ausschiittung héherer Kohlehydrate, Aminozucker und 
dergleichen aus Muskeln und Organen. 


Viel einheitlicher ist die Wirkung des Insulins. Spritzt man es 
normalen niichternen Hunden ein, so zeigt sich ein — nur durch geringe 
Schwankungen und die Fehler der Methodik etwas verwischter — 
Parallelismus zwischen den Blutzuckerzahlen und den nach Saure- 
hydrolyse erhaltenen Reduktionswerten. Daher bleibt die Differenz 
zwischen den beiden Reihen wihrend der ganzen 24stiindigen Versuchs- 
dauer annahernd konstant. 
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Auf die auBerordentlich widerspruchsvollen Literaturangaben, 
die ebenfalls von Grevenstuck zusammengefaBt und kritisch gewiirdigt 
worden sind, sei hier nur hingewiesen. Im Gegensatz zu normalen 
zeigen pankreatektomierte Tiere eine Vermehrung der komplexen 
reduzierenden Kérper wahrend der Insulinwirkung. 

Gibt man gleichzeitig mit der Insulininjektion eine perorale 
Zuckergabe, so beobachteten wir unter den von uns gewihlten Be- 
dingungen bei gesunden Hunden zuerst eine Blutzuckersteigerung, 
die von einer mehr oder weniger betrichtlichen, etwas protrahierten 
Senkung gefclgt war. Die Differenzen zwischen Gesamt- und direkter 
Reduktion zeigen in diesen Versuchen bei normalen Hunden leicht 
sinkende Tendenz, entsprechend der Wirkung von Traubenzuckergaben. 
Bei diabetischen Hunden waren die Differenzwerte starken Schwan- 
kungen unterworfen. Dies ist wohl erklarlich, da auch die Kurven 
nach einfachen Glucosebelastungen pankreatektomierter Tiere nicht 
einheitlich verliefen. 

Uberblicken wir vorstehende Arbeit, so ergeben sich folgende Punkte : 

1. Die gebrauchlichen Bestimmungsmethoden der Gesamtkohle- 
hydrate des Blutes werden angefiihrt und kritisch besprochen. 

2. Eine neue Bestimmungsmethode wird angegeben und durch 
zahlreiche Versuche gepriift und kritisiert. 

3. Mit der neuen Methode wird das Blut normaler und pankreas- 
diabetischer Hunle untersucht : 

a) nach Peptonbelastung, 
b) nach Zuckerbelastung, 
ec) nach Insulininjektion, 
d) nach Insulininjektion plus peroraler Zuckergabe. 


Literatur. 

Bierry und Fandard, C. r. Soe. Biol. 72, 928, 1921; 81, 476, 1918. — 
Bierry und Voskressensky, ebendaselbst 97, 659, 1927; 98, 287, 744, 1928. — 
Bujfano, zitiert nach Grevenstruk. — Condorelli, zitiert nach Grevenstuck. - 
Z. Dische, diese Zeitschr. 201, 74, 1928. — Z.Dische und H. Popper, 
ebendaselbst 175, 371, 1926. — Figuier, zitiert nach Grevenstuck und Laquer, 
Ergebn. d. Physiol. 28, II, 80, 1925. — A. Gigon, ebendaselbst 24, 196, 
1925. — A. Gigon und W. Brauch, Zeitschr. f. exper. Med. 49, 688, 1926. — 
B. Glasmann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 158, 113, 1926. —- A. Grevenstuck, 
Ergebn. d. Physiol. 28, 1, 1929. — <A. Jacobsen und H. Edwards, Amer. 
Journ. med. Sci. 159, 833, 1920. —- Naohiko Jisuka, Mitt. med. Akad. 
Kioto, Marz 1928. —O. Léwy, Therap. Monatsh. 82, 350, 1918. — H. Lundin, 
diese Zeitschr. 207, 91, 1929. —- C. Neuberg in Neuberg, ,,.Der Harn“ 8. 333. 
Berlin, Jul. Springer, 1911. — C. Neuberg und M. Ishida, diese Zeitschr. 
87, 163, 1911. —- C. Neuberg und O. Schewket, ebendaselbst 44, 491, 1912. — 
C. Neuberg und Kerb, ebendaselbst 40, 498, 1912. — Pavy, zitiert nach 
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Ein Verfahren 
fiir die kolorimetrische quantitative Arsenbestimmung. 


Von 
A. Poljakow und N. Kolokolow. 


(Aus dem Laboratorium fiir biologische Chemie an der Staatlichen 
Universitaét in Kasan.) 


(Eingegangen am 25, Juni 1929.) 


Obwohl die Frage nach der quantitativen As-Bestimmung im Blute, 
Harn und anderen Produkten des Organismus eine erheblic’ 2 Anzahl 
von Arb-:iten hervorgerufen hat, so haben es doch die komplizierten 
Manipulationen bei der Bestimmung dieses Elements, die geringe 
Stabilitat der Standardlésungen bei den existierenden kolorimetrischen 
Methoden der As-Bestimmung, die Notwendigkeit, diese Lésungen 
ex tempore zu bereiten, sowie die Unmdglichkeit der titrimetrischen 
Bestimmung sehr kleiner As-Mengen zuwege gebracht, daB diese Be- 
stimmung in der Laboratoriumspraxis der Kliniken nicht die weite 
Verbreitung gefunden hat, die ihr in einigen Fallen der Arsentherapie 
vonnéten und zu wiinschen ware. 

Das Bediirfnis nach einem einfachen und bequemen Verfahren fiir 
die Mengenbestimmung des As, einem Verfahren, das keine komplizierte 
Apparatur erforderte und zugleich tiberaus empfindlich sein sollte, 
wies uns auf die von Feigl 1923 in Vorschlag gebrachte Reaktion, der 
die gewiinschten Vorziige in hohem Grade eigen sind. 

Die Einfachheit der Reaktionsanstellung, die groBe Empfindlichkeit 
{1: 1000000) und vor allem die Verwendungsméglichkeit bei der kolori- 
metrischen As-Bestimmung lieBen das Feiglsche Verfahren als das erscheinen, 
was wir suchten. Es besteht darin, daB man zu der auf As zu untersuchenden 
Probe einige Tropfen in der Kialte gesittigtes (NH,),.MoO, und darauf 
iiberschiissige salzsaure SnCl,-Lésung flieBen labt. Bei Abwesenheit von 
Arsen verschwindet bei der Erhitzung die anfangs aufgetretene Blaufarbung 
und die Lésung wird gelb oder braun. Bei Anwesenheit von Arsen dagegen 
bleibt die Blaufarbung erhalten, wobei ihr Starkegrad von der Menge des As 
abhangt. 
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Bei sehr geringen As-Mengen kann die Blaufarbung von den braunen 
Reduktionsprodukten des Mo bis zu dessen niedersten Oxyden herab ver- 
deckt sein. In solchem Falle empfiehlt es sich, mit Amylalkohol zu schiitteln, 
der das blaue Oxyd des Mo unter Blaufarbung auszieht. Die Feststellung 
des As in der Lésung gelingt, falls in einem Liter auch nur 0,001 g As ent- 
halten sind. Nur ist zu beachten, daB fiir diese Reaktion die Gegenwart 
des As in Form von Arsenséure unumginglich ist. 

An Empfindlichkeit iibertrifft diese Reaktion diejenigen von 
Marsch, Gutzeit, Reinsch, Flickiger und Lehmann; sie verdient den Vorzug 
auch was die Einfachheit der Ausfiihrung und Stabilitét der Standard- 
lésung anbelangt. Beim Stehen im diffusen Tageslicht (auf dem Tische) 
behalt die letztere, wie wir uns iiberzeugt haben, im Laufe von 2 Monaten 
die Intensitat ihrer Farbung unverandert bei. 

Zahlreiche Proben haben uns ferner zu der Uberzeugung gebracht, 
daB es vollkommen méglich ist, mit Hilfe dieser Reaktion das As 
quantitativ zu bestimmen. 

Beispielsweise geben wir in der Tabelle I die Resultate der As-Be- 
stimmung in einer 0,070°%% As,O; enthaltenden Lésung?. 


Tabelle I. 





Menge der unter- , 
Probe in dor Stendara- Finn ho. Leceng Ba cael Differenz 
lisung gefunden 
Nr. 4 fg g g 
1 0,000 7 0,000 64 0,000 70 0.000 06 
2 0.000 5 0.000 51 0,000 56 — 0.000 05 
3 0,009 35 0,000 38 0.000 42 — 0,000 04 
4 0,090 25 0,090 22 0,000 28 — 0,090 06 
5 0.000 15 0.090 12 0.000 14 — 0.000 02 


Aus dieser Tabelle geht hervor, daB die Resultate der Kolori- 
metrierung als vollkommen befriedigend gelten diirften. 

Unsere fernere Aufgabe bestand in dem Versuch, mittels dieser 
Reaktion des As im Blute, Harn usw. nachzuweisen und es quantitativ 
zu bestimmen. Orientierungsversuche tiberzeugten uns, daf das Blut 
(Serum) vor Einfiihrung der Arsenpraparate diese Reaktion nicht gibt, 
wahrena sich nach der Eirifiihrung ins Blut oder intramuskular positive 
Reaktion einstellte. 

Unter den zahlreichen, fiir die As-Bestimmung empfohlenen 
Verfahren zur Veraschung organischer Stoffe entschieden wir uns fiir 
die Veraschung mit Kénigswasser, sowie fiir das Strzyzowskische Ver- 
fahren, jedoch lieBen wir letzteres wegen seiner verhiltnismaBigen 
Kempliziertheit wieder fallen. 


' Genommen wurden 1, 0,8, 0,6, 0,4 und 0,2 cem. 
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zeem Serum werden mit lecem Ké6nigswasser im Tiegel auf dem 
siedenden Wasserbad zur Trockne verdampft, dazu wieder 1 oder 2 ccm 
K6nigswasser gefiigt und von neuem zur Trockne verdampft; nach mehr- 
facher Wiederholung dieser Operation wird der trockene Riickstand mit 
Wasser behandelt und noch einmal zur Trockne verdampft, wonach er in 
20 cem Wasser gelést und die Lésung auf As-Gehalt untersucht wird. 


Eine Bestatigung dafiir, da dieses Veraschungsverfahren seinen 
Zweck erfiillt und keine As-Verluste verursachte, erbrachten uns eine 
Reihe Versuche mit Veraschung von Salvarsanpraparaten nach dem 
gleichen Verfahren. Ein Beispiel dafiir bietet nachstehend eines der 
tesultate, die sich mit der auf die angegebene Weise ausgefiihrten 
Veraschung aus einer Necarsphenaminl@sung ergaben: 





As-Menge, theoretisch Gefunden 


0.038 0,035 


Da jedoch einerseits sich zeigte, daB der Riickstand an Stickstoffoxyden 
den Ausgang der Feiglschen Reaktion haufig ungiinstig beeinfluBte 
(anstatt der Blaufairbung trat Griinfirbung der Amylalkoholschicht ein), 
und andererseits die Gegenwart von Phosphaten auch night belanglos 


sein konnte — es geniige der Hinweis, daB eben diese Reaktion der 
Denigesschen Reaktion auf Phosphate zugrunde liegt --, so entstand 


naturgemaB die Frage nach der Notwendigkeit vorhergehender Aus- 
scheidung des As aus der Lésung. 

Als bequemstes und am meisten empfindliches Verfahren kommt in 
Betracht die Reaktion von Thiele! — Reduktion des As aus den Lésungen 
durch Einwirkung mit Natriumhypophosphit (NaH,PO,). Der Reak- 
tionsverlauf ist: 

° a > ‘ > i @ Ae 
Ar, 0, + 3 H,PO, = 3 H,PO,-+- 2 As, 
das in Form eines braunschwarzen Niederschlags ausfillt. 

Blut, Harn usw., auf die oben beschriebene Weise verascht, werden in 
einer geringen Menge Wasser gelést und das As scheidet sich durch Ein- 
wirkung des dreifachen Volumens einer salzsauren NaH,PO,-Lésung 
(1 Teil NaH,PO,.H,O gelést in 10 Teilen 25%iger HCl)* auf dem 
siedenden Wasserbad im Laufe einer halben bis ganzen Stunde aus der 
Lésung aus. Der ausgefallene As-Niederschlag wird durch einen Papier- 
oder Asbestfilter filtriert, rasch mit kaltem Wasser durchspiilt und das 


1 Empfindlichkeit der Thiele-Reaktion nach Kupp und Maschiol 
0,01 mg in 1 cem. 

* Man kann sich fiir die NaH,PO,-Lésung auch nachstehender Vor- 
schrift bedienen: 20g NaH,PO,.H,O werden in 40cem H,O gelést und 
hierzu 180cem starker HCl (spezifisches Gewicht 1,19) gefiigt; der aus- 
gefallene NaCl-Niederschlag wird durch Glaswatte abfiltriert. 
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Filter samt dem Niederschlag in einen Tiegel gebracht, um mit starken 
H,0O, (Perhydrol) behandelt zu werden, in dem das As sich lést (benutzt 
man einen Asbestfilter, so wird der As-Niederschlag auf dem Filter gelést 
und darauf mit verdiinntem H,O, gewaschen); die Lésung wird zur Trockn: 
verdampft, der trockene Riickstand in einer bestimmten Menge H,O gelést 
und fiir die Kolorimetrierung nach Feigl vorbereitet. Zu dieser Operation 
nimmt man 5cem der zu untersuchenden Lésung, gibt 3 bis 5 Tropfen 
einer frisch bereiteten, inder Kalte gesattigten (N H,),Mo0O,-Lésung und 
einer salzsauren SnCl,-Lésung hinzu, bis die blaugefarbte triibe Fliissigkeit 
einen grauen Einschlag annimmt, kocht die Lésung, wobei sie klar wird 
unter gleichzeitigem Verschwinden der blauen Farbung (sehr geringe 
As-Mengen) und die Fliissigkeit sich bréiunlich-griinlich oder gelblich- 
griinlich farbt. Nach dem Abkiihlen fiigt man 3 cem Amylalkohol zu, und die 
Fliissigkeit wird mehrere Male tiichtig geschiittelt, damit der Amylalkobol 
die Blaufirbung besser extrahiert, wonach auf der Oberflache der wisserigen 
Lésung eine je nach dem As-Gehalt in der Lésung verschieden stark ge- 
farbte blaue Amylalkoholschicht erscheint. 

Die As,O,;-Standardlésung wird ebenso bearbeitet. Die Amzy!l- 
alkoholschicht wird entweder im Kolorimeter von Dubosq kolorimetriert 
oder man kann sich einfach eines Michaelisschen Komparators fiir py 
bedienen. 

Die doppelte Bearbeitung des Untersuchungsmaterials nach 
Thiele-Feigl andert nichts an den Resultaten, wie das die in Tabelle II 
angefiihrten Beispiele aus der Neosalvarsanuntersuchung zeigen. 


Tabelle II. 





Veraschung As205 vorausgesetzt Faktisch erhalten 
een Gareyeoweks ww ww tw ss 0,000 05 0,000 065 
Mit Kénigswasser ........ 0,000 05 0,000 046 
0,000 025 0,000 029 


Zur Erhéhung der Méglichkeit, auf die angegebene Weise die As- 
Menge im Blute nach Arsenbehandlung zu _ verfolgen, diene nach- 
stehendes Beispiel: 


Der Kranke erhielt 0,6 g Neosalvarsan eingefiihrt. 





Menge in °/) As 


Vor der Einfiithrung im Blute vorhanden .... . 0 

1/, Std. nach der Einfihrung. .......2.2.. 0,005 % 

Am 2. Tage nach der Einfiihrung ........ Spuren 
é 0.002 9 

” ” e ” ” ” . . . . . . . , = /o 

» 4. »  » * Pm oeGitats 0,008 % 

» & » ie. Sica > ee Pee ee 0,0001 % 


Das von uns in Vorschlag gebrachte Verfahren fiir die As-Be- 
stimmung in biologischen Fliissigkeiten diirfte sich unseres Erachtens 
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demnach als ein sehr einfaches und bequemes, sogar bei bescheidenster 
Ausstattung des Krankenhauses leicht ausfiihrbares bewahren. 

Das Verfahren erméglicht es, den Eintritt des As im Blute bei 
der Arsentherapie, sowie seine Ausscheidung aus dem Organismus ohne 
Schwierigkeit zu verfolgen, was seinerseits gestattet, den therapeutischen 
Effekt sowohl wie eine etwaige Uberlastung des Organismus mit As 
in gebiihrende Beriicksichtigung zu ziehen. 


Literatur. 

F. Feigl und F. Neuber, Zeitschr. f. analyt. Chem. 62, 369, 1923. 
Th. Paul, Die Untersuchung d. Arzneimittel d. Deutsch. Arzneibuches 6, 
1927. Poljakow und Kolokolow, Kasaner med. Zeitschr. 1928, Nr. 12 
(russisch). 


Biochemische Zeitschrift Band 213. a5 


Uber den Einflu8 verschiedener Praparate der Chiningruppe 
auf die fermentativen Funktionen des Organismus. 


XIT. Mitteilung?: 


Die Einwirkung des Chinins auf die Magensaftabsonderung beim Menschen. 


Von 
I. A. Smorodinzew, A. N. Adowa und I. N, Pikoul. 


(Aus den chemischen und klinischen Abteilungen des Tropeninstituts in 
Moskau.) 


(Eingegangen am 9. Juli 1929.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


I. 
In unserem Institut wird seit mehreren Jahren der Einflu8 des 
Chinins auf die fermentativen Funktionen des Organismus und die 
Dynamik des Stoffwechsels studiert?. 


Der EiweiBumsatz wird von den Proteasen bewirkt, deshalb 
war es vor allem von Wichtigkeit, das Verhaltnis dieser Fermente 
zu den Chininpriparaten festzustellen. Unsere Versuche in vitro 
zeigten, daB a-Proteasen gegeniiber Chinin sehr empfindlich sind und 
da8 ihre Wirkung in Gegenwart kleinster Mengen dieses Alkaloids 
gehemmt wird®. Die £-Proteasen sind viel widerstandsfahiger gegeniiber 
diesem Alkaloid, die hemmende Wirkung des Chinins kommt nur 
in denjenigen Fallen zustande, wo es eine mehr oder minder bedeutende 
Verschiebung der aktuellen Reaktion nach der alkalischen Seite von 
den Grenzen des Optintums der Einwirkung des Pepsins auf Eiweil 
hervorruft. Wird dieser pg-Verschiebung durch die Hinzufiigung 
eines gewissen Salzsauretiberschusses vorgebeugt, so wird auch der 
hemmende ChinineinfluB aufgehoben. Diese Tatsache, die in Versuchen 
mit kiinstlichen Saften festgestellt worden ist, sollte auch am Menschen 


1 XI. Mitteilung von J. A.Smorodinzew und E. A. Sweschnikowa, 
diese Zeitschr. 208, 151, 1929. 

2 |. A. Smorodinzew und Mitarbeiter, ebendaselbst 185 bis 208, 1923 
bis 1929. 

8 7. A. Smorodinzew und A. N. Adowa, ebendaselbst 185, 128, 1923: 
188, 274, 1927. 
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nachgepriift werden. In der Literatur gibt es Hinweise, daB das Chinin 
in kleinen Dosen die Magensaftsekretion férdert, in groBen dagegen 
hemmt?. Da bei Malaria das Chinin am hiaufigsten per os eingefiihrt 
wird, und zwar im Laufe einer dauernden Behandlungsperiode, so 
entsteht natiirlich die Frage nach der Einwirkung dieses Priparats 
auf die Magensaftsekretion des Menschen. Solche Untersuchungen 
sind von uns in der Klinik des Tropeninstituts ausgefiihrt worden, 
wobei wir anfangs uns nicht auf die Untersuchung der Magenfunktion 
ausschlieBlich bei Malariakranken beschrinkten, sondern gleichzeitig 
Experimente an anderen Patienten, die seitens des Magens keine 
deutlichen St6rungen zeigten, wie auch an gesunden Leuten ausfiihrten. 

Zur Untersuchung der Chinineinwirkung auf die Magensaftsekretion 
benutzten wir eine diinne Sonde — einen weichen Gummischlauch 
2.5mm im Durchmesser ohne Olive. Die Sonde wurde niichtern durch 
den Mund oder die Nase eingefiihrt; der Mageninhalt wurde mittels 
einer Rekordspritze ausgesaugt, darauf bekam der Patient 300 ccm 
Wasser mit 0,2 g Chininum mur. und 10 Tropfen 1 °,,iger Methylenblau- 
léisung. Das py dieser Lésung schwankte zwischen 6,85 bis 7,27. Un- 
mittelbar nach der Einfiihrung der Chininlésung wurde der Magen- 
inhalt durch wiederholtes Aussaugen und Einfiihrung mittels der 
Spritze durchgemischt, darauf wurden zur Analyse Proben mit Pausen 
von 5, 10, 15, 30 Minuten entnommen. Die Versuchsdauer betraf 
114 bis 21, Stunden. 

In den einzelnen Proben wurden bestimmt: 1. die aktuelle Reaktion 
—- auf elektrometrischem Wege mit der Wasserstoff- oder Chinhydron- 
elektrode, 2. Gesamtaziditét durch Titration mit n/10 Atznatron auf 
Phenolphthalein, 3. freie Salzstiure durch Titration mit n/10 Atznatron 
auf Dimethylamidoazobenzol bis zur Entstehung einer Orangefarbe, 
4. Pepsin mittels der Mettschen Kapillaren, die mit Eier- oder Muskel- 
eiweiB gefiillt waren, und nach der Methode von Gross mit Casein, 
5. Chinin mittels des Tanret-Giemsaschen Reagens?. ¥ 

Insgesamt sind 22 Personen untersucht worden: 5 Frauen und 
17 Manner im Alter von 19 bis 50 Jahren, darunter waren 7 gesund, 
7 litten an Malaria und 8 an verschiedenen anderen Erkrankungen. 
50°,, der Untersuchten erhielten friiher kein Chinin. 

Nach dem Charakter der Reaktion des Magens auf die Einfiihrung 
von Chininum muriaticum und der anfanglichen Wasserstoffionen- 
konzentration im Mageninhalt kénnen samtliche Falle in zwei Gruppen 
eingeteilt werden: 1. Saure Reaktion des Magensaftes vor der Chinin- 

1 L. Klockmann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 80, 17, 1912; E. Ladisch, 
Diss. Greifswald 1914. 

2 J. A. Smorodinzew und A. N. Adowa, Russ. journ. trop. Med. 6, 505, 
1928 (russisch). 
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einfiihrung, pu < 4 (11 Faille). 2. Neutrale oder alkalische Reaktion 


des niichternen Magensaftes (11 Fille). 


II. 


Der Mageninhalt besitzt niichtern das py < 4. 

Unter 1] Personen dieser Gruppe waren 5 gesund, 2 litten an 
Malaria, 4 an anderen Erkrankungen (3 Lues und 1 Splenomegalie) 
Die Gesamtaziditat (niichtern) schwankte zwischen 5 und 49,0, die 
freie Salzsiure von 0,00 bis 28,0, das pq betraf entsprechend 1,52 
bis 3,72,. Pepsin wurde nur bei denjenigen Patienten entdeckt, die 
die freie Salzsiure bei einer fiir die Verdauung des EiereiweiBes ge- 
niigenden Wasserstoffionenkonzentration besaBen. Die Einfiihrung 
von 300 cem Flissigkeit mit 0,2 g Chininum mur. von einer dem Neutral- 
punkt nahen Reaktion sollte natiirlich die Wasserstoffionenkonzen- 
tration des Mageninhalts herabsetzen. Tatsichlich kommt es im Laufe 
der ersten 3 bis 4 Minuten zu einer betriachtlichen Steigerung des py, 
welches bis an 7 ansteigt (Versuch 2); in einigen Fallen bleibt das py 
im Bereich von 3,27 bis 2,73, darauf kommt es wieder zu einer Steigerung 
der Wasserstoffionenkonzentration, welche nach Verlauf von 20 Minuten 
ein pa = 1,69, bis 3,8 bewirkt und das Maximum gegen Ende der ersten 
Stunde erreicht. Auf die Chinineinfiihrung reagiert der Magen durch 
Steigerung der Sekretion, infolgedessen eine bedeutende Erhéhung 
der Gesamtaziditat wie auch der freien Salzsiure, deren Maximum, 
wie auch dasjenige der Wasserstoffionenkonzentration gegen 45 bis 
60 Minuten erreicht wird. Diese drei Faktoren: Gesamtaziditat, freie 
Salzsiure und aktuelle Reaktion, wie es aus der Abb. 1 wie auch aus 
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Abb. 1. Saurer Mageninhalt. 
— Pu. Gesamtaziditat. Freie Salzsiiure. --— Pepsin. 








Saurer Mageninhalt. 


Tabelle I. 
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der Tabelle I ersichtlich, verlaufen ziemlich parallel, obgleich die 
Wasserstoffionenkonzentration nicht immer der Menge der freien 
Saure genau entspricht, worauf auch andere Forscher hingewiesen 
haben!?. 

Somit besitzt das Chinin zweifellos sekretionsférdernde Eigen- 
schaften, es stimuliert die Saftabsonderung der Magendriisen, hemmt 
aber im Laufe des ersten Zeitabschnitts nach seiner Einfiihrung in 
den Magen die verdauende Eigenschaft des absondernden Saftes. 
Trotz der verhiltnismaBig giinstigen aktuellen Reaktion wie auch 
der geniigenden Menge der freien Salzsaure blieb das Eiweif} in den 
Mettschen Kapillaren unverdaut, z. B. Versuch 2, Probe 4; Versuch 11, 
Probe 5 usw. (Tabelle I). 

Die proteoklastische Kraft des Magensafts verschwindet unter 
unseren Versuchsbedingungen unmittelbar nach der Chinineinfiihrung 
und wird erst nach 10 bis 45 Minuten wieder hergestellt. 

Die angefiihrten Beobachtungen tiber die Einwirkung des Chinins 
auf die sekretorische Tatigkeit des Magens des Menschen stehen im 
volligen Einklang mit den Versuchen, die in unserem Laboratorium 
in vitro aufgefiihrt worden sind. Wir konnten namlich ;bei Hinzu- 
fiigung geniigender Chininmengen zum Verdauungsgemisch, welches 
Pepsin und dieses oder jenes Eiwei8 enthielt, eine Herabsetzung der 
aktuellen Reaktion des Gemisches und eine Verlangsamung des Verlaufs 
der EiweiBverdauung feststellen. 


iit. 

Der Magensaft besitzt niichtern eine neutrale oder alkalische Reaktion. 

Die Einfiihrung des Chinins niichtern an Personen mit neutralem 
oder alkalischem Mageninhalt ruft eine Sekretionssteigerung hervor, 
ebenso wie bei Leuten mit saurer Reaktion, dieser Effekt dauert jedoch 
eine bedeutend kiirzere Zeit, und der ganze Verlauf der sekretorischen 
Reaktion des Magens auf die Chinineinfiihrung zeigt eine andere Richtung 
als bei den Patienten erster Gruppe. Auf Grund der Untersuchung 
des Magendarmtrakts bei 53 Malariapatienten kam Karapetjan? zu 
dem SchluB, daB der Chemismus der Magenverdauung bei Malarikern 
gestért wird, welche Stérung sich in der Herabsetzung der resorbierenden, 
fermentativen und sekretorischen Funktion auBert. Von den von uns 
untersuchten 7 Malariapatienten gehérten 5 zu der zweiten Gruppe 
mit trager Reaktion auf die Chinineinfiihrung. Hierzu gehéren ebenfalls 
3 Fille von Kolitis, 1 Fall von Lues cerebri und 2 ,,gesunde“. Bei 
simtlichen 11 Personen dieser Gruppe war die Aziditaét des Magen- 
saftes herabgesetzt, in niichternem Zustande iibertraf sie kaum 5; 


1 N. Kalk und B. Kugelmann, Klin. Wochenschr. 4, 1806, 1925. 
2? E. Karapetjian, Wratschebn. djelo 11, 940, 1928 (russisch). 
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freie Salzsiure und Pepsin fehlten gewéhnlich, entsprechend betraf 
das pa 6,75 bis 7,88. Auf die Chinineinfiihrung reagierte der Magen 
durch Steigerung der Sekretion, infolgedessen die H'-Konzentration 
anstieg und die nach Verlauf von 10 Minuten entnommene Probe 
eine saure Reaktion besa, jedoch auf Kongopapier gepriift, keine 
Spur freier Salzsiure zeigte und kein Pepsin enthielt, da Eiereiweif 
auch nach kiinstlicher Hinzufiigung von Salzsiure zu der Probe un- 
verdaut verblieb. Die nachfolgend entnommenen Portionen des Magen- 
inhalts zeigten eine fortschreitende Steigerung der Gesamtaziditit, 
und die Menge der freien Salzsiure erreichte ihr 
Maximum gewohnlich gegen 20 Minuten vom Beginn 
des Versuchs. In vier Fillen war die Reaktion 
> auf Chinin von seiten des Magens sehr schwach, 
| ,  Obgleich eine typische py-Herabsetzung stattfand, 
! doch war diese Herabsetzung sehr klein und das 
y pu erreichte kaum 5. Aus der Betrachtung der 


Sa CmIEEN: 
| E 


| 

s Abb.2 (Tabelle II) ist leicht festzustellen, da’ 
| die Sekretionskurve der Patienten der zweiten 
|’ Gruppe auf einen tragen Zustand des Magens hin- 
| g weist; obgleich das Chinin eine Erhéhung der 
Sekretionstatigkeit hervorruft, erweist sich diese 
| Erregung als kurzfristig und schnell vergehend. 





mm . ‘ 

o | | Es wurde somit auch bei den Personen der 
| Po-0--0 | zweiten Gruppe die allgemeine Eigenschaft des 
—— — . ‘i a - Py ° on 
¢ #2 4 & Chinins, die Tatigkeit der Magendriisen zu er- 

Abb. 2. regen, festgestellt, jedoch ist die Reaktion 

Alkalischer Mageninhalt. 7 1 M ie ie ‘_™ Senivtl slle 

pu. -—~ Pepsin. Seitens des Magens je nach dem funktionellen 


Zustand dieses Organs verschieden. Darauf 
kann mit Leichtigkeit auf Grund des Vergleichs der Abb. 1 und 2 
geschlossen werden. 
Die hemmende Wirkung des Chinins auf das Pepsin wurde auch 
bei dieser Gruppe festgestellt: Versuch 13, Probe 4; Versuch 4, Probe 4. 
Die Reaktionsweise der Magenschleimhaut auf die Chinin- 
einfiihrung, die dauernde Sekretion bei den Patienten der ersten Gruppe 
und der steile Riickgang derselben bei der zweiten Gruppe stellt ein 
mehr typisches Merkmal zur Einteilung der Patienten dar, als ein 
hohes oder kleines pg vor der Chinineinfiihrung. So sollte Patient 8S. 
(Versuch 13), der auf Grund des im niichternen Zustand bestimmten 
pu = 7,24 in die zweite Gruppe eingetragen wurde, eigentlich mit 
mehr Recht in die erste Gruppe hineingenommen werden, da die 
Aziditatssteigerung und die Sekretion dauernd waren. 
Derjenige Umstand, da8 das Chinin zum ersten Male in den Magen 
eingefiihrt wurde, war von keiner Bedeutung fiir die Reaktion der 
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Schleimhaut auf dieses Alkaloid, da es keinen Unterschied gab zwischen 
den Patienten, die vorher Chinin eingenommen hatten, und denjenigen, 
die es zum ersten Male bekamen. 


IV. 

Chinin und Methylenblau. 

Da in unseren Versuchen in den Magen keine eiweibhaltigen 
Flissigkeiten eingefiihrt wurden und der reine Magensaft kein EiweiB 
enthalten sollte, fanden wir es fiir méglich, das Verschwinden des Chinins 
aus dem Magen mittels des T'anret-Giemsaschen Reagens zu verfolgen; 
fiir die Anwendung einer genaueren Methode der Chininbestimmung 
wire es notwendig, das Chinin aus verhaltnismaBbig groBen Fliissigkeits- 
mengen auszuscheiden, wofiir wir bei dieser Versuchsanordnung keine 
Méglichkeiten besaBen. . 

Obgleich in einer Reihe von Fallen keine ganz bestimmten Resultate 
erzielt wurden, kann jedoch behauptet werden, da8B durchschnittlich 
das Chinin im Magen etwas linger als das Methylenblau zuriickgehalten 
wird: gegen Ende der ersten Stunde nach Beginn des Versuchs zeigt 
der Mageninhalt bereits keine Spuren von Blaufarbung, wihrend 
Chinin noch nach Verlauf von | bis 11., Stunden entdeckt werden konnte. 
Im folgenden beabsichtigen wir, die Chininausscheidung mit dem 
Harn unter ahniichen Bedingungen zu verfolgen und eine Beantwortung 
der Frage nach der Geschwindigkeit der Resorption und der Dauer 
des Verweilens des Chinins im Magen zu erzielen. 

War die Chininbestimmung in den Versuchen mit saurer Reaktion 
des Mageninhalts mit einigen Schwierigkeiten behaftet, so waren diese 
Schwierigkeiten bedeutend gréBer bei den ,,alkalischen*’ Patienten, 
deren Magensaft reich an Schleim war, wobei der Schleimgehalt nach 
der Chinineinfiihrung anstieg. Bei den Patienten der zweiten Gruppe 
wurde das Methylenblau im Magen etwas linger als bei den ,,sauren“ 
zurlickgehalten. 

An dieser Arbeit haben Kamenski und Kiparissov teilgenommen. 


SchluBfolgerungen. 
1. Einnahme von Chinin per os setzt die Wasserstoffionen- 
konzentration des Magensaftes herab. 
2. Chinin besitzt eine sekretionsférdernde Wirkung, da auf seine 
Einfiihrung in den Magen immer die Absonderung der Salzsaure und 
des Pepsins ansteigt. 


3. Sogar in einer verhiltnismabig kleinen Dosis von etwa 0,06 °, 
hemmt das in den Magen eingefiihrte Chinin die Pepsinverdauung 
des EiereiweiBes im Laufe von 45 Minuten. 


390 =I. A. Smorodinzew, A. N. Adowa u. I. N. Pikoul: Einflu8 usw. XII. 


4. Chinin soll nicht vor dem Essen verabreicht werden, da « 
die EiweiBverdauung hemmt. 

5. Es ist zweckmaBig, Chinin mit sauren Getranken zu verabreichen 
insbesondere an Patienten, bei welchen die Sauresekretion des Magens 
herabgesetzt ist. 

6. Nach der Reaktion der Magenschleimhaut auf die Chinin 
einfiihrung kénnen die Patienten in zwei Gruppen eingeteilt werden: 
bei denjenigen der ersten Gruppe wird eine dauernde Erhéhung der 
Sekretion festgestellt, bei den Patienten der zweiten Gruppe kommt 
es zu einem kurzen Ansteigen und einer darauf folgenden raschen 
Herabsetzung der Saftabsonderung. 

7. Chinin wird im Magen etwas linger (1 bis 114, Stunden) als 
Methylenblau zuriickgehalten. 
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Gehalt an Vitamin ,,D“ in den Fetten der Meeressiugetiere. 


Von 
S. N. Matzko. 


(Aus dem Institut fiir Erniéhrungsphysiologie, des Volksgesundheits- 
kommissariats in Moskau.) 


(Eingegangen am 14. Juli 1929.) 
Mit 14 Abbildungen im Text. 


Es ist bekannt, daB in dem Leberfett des Kabeljau (Lebertran) 
der Faktor D in bedeutender Menge enthalten ist, und ferner, wie 
Mc Collum (1) und seine Mitarbeiter nachgewiesen haben, dal dieses 
Fett bei 1°,, Gehalt desselben in der Nahrung bereits wahrend 5 Tagen 
eine deutlich ausgepragte anti-rachitische Wirkung aufweist. McCollum, 
Simmonds, Becker und Shipley (2) haben die aus der Leber des Haifisches 
und der Aalraupe erhaltenen Fette untersucht und gezeigt, daB diese 
Fette, bei 2°, Gehalt derselben in der verzehrten Nahrung, die Rachitis 
heilen, wobei das Leberfett des Haifisches waihrend 11 Tagen verab- 
reicht wurde, das Leberfett der Aalraupe wihrend 6 Tagen. Ein hoher 
Gehalt an Vitamin D ist auch in der Leber des Thunfisches und dem 
Fett des Walfisches festgestellt (3). Die vorliegende Untersuchung, 
die auf den Vorschlag des Prof. M.N. Schaternikoff vorgenommen 
wurde, hatte den Zweck, die in entsprechender Weise zubereiteten 
Unterhautfette des Seehundes und des Delphins auf den Gehalt an 
Vitamin D zu untersuchen!. 

Das Seehundsfett, von den Tieren des Kaspischen Meeres, haben 
wir von der Astrachauer wissenschaftlichen Fischereistation, das 
Fett von Delphinen des Schwarzen Meeres vom Krimgostorg (Staats- 
handelsverwaltung der Krim) erhalten. 

Das Unterhautfett des Seehundes (Phoca Caspica Nils) wurde, 
nach der Angabe der Astrachauer Fischereistation, aus dem Speck 


1 Die Ergebnisse dieser Untersuchung sind in einer Sitzung der dritten 
Versammlung russischer Physiologen im Friihjahr 1928 mitgeteilt worden (4). 
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der im Herbst des Jahres 1927 getéteten Tiere gewonnen. Vor de: 
Bearbeitung wurde der Speck wahrend eines Monats im kalten Rauny 
in leicht angesalzenem Zustande aufbewahrt. Nach der Entfernung 
der obersten Schicht (es wurde eine diinne Schicht des gesalzenen 
Speckes abgeschnitten) wurde der Speck in kaltem Wasser griindlich 
ausgewaschen und einem Druck ohne Erwiirmen unterworfen. Das 
erhaltene Fett wurde bei — 5°C zwecks Ausscheidung des festen 
Teiles ausgefroren. Auf den Gehalt an Faktor D wurde folglich nur 
das fliissige Fett gepriift. Der Mitteilung der Astrachaner wissenschaft- 
lichen Fischereistation nach weist dieses Fett folgende Konstante auf: 





ae Spez. Gewicht aid Verseifungs- os Zahl von 
Farbe bei 20°C Séurezahl | koeffizient Jodzahl | Reichert Meissl 
Zitronengelb . . 0,9275 0,96 192,9 117,8 0,83 


Das Delphinfett wurde aus der im Schwarzen Meere verbreiteten 
Art Delphinus Delphis L. nach der Methode von L. A. Suschitzky 
ohne Erwirmen des Fettes erhalten. Laut seiner Mitteilung wurde 
der ausgewaschene und zerkleinerte Speck von EiweiB und schlieBlich 
von Wasser befreit. Darauf wurde das feste, bei 0° C ausgeschiedene 
Fett entfernt. Zur Untersuchung kam das fliissige klare Fett von gelber 
Farbe. Die gelbe Farbe ist fiir erwachsene Delphine, die hauptsichlich 
gefangen werden, charakteristisch. Das auf analogem Wege zubereitete 
Fett eines jungen Delphins ist bei gleichen Bedingungen fast farblos. 
Entsprechend der von dem _ wissenschaftlichen Chemisch-pharma- 
zeutischen Institut (Moskau) ausgefiihrten Untersuchung hat dieses 
Fett folgende Konstanten: 





meas eo See Saurezahl Verseifungszahl Jodzahl 


0,927 6,3 216,3 124.3 


Die Fette des Seehundes und des Delphins wurden in unserem 
Laboratorium zuerst bei Zimmertemperatur aufbewahrt, darauf in 
den Keller gebracht, woselbst sie bei niedriger Temperatur weiter 
konserviert wurden. 


Zwecks Bestimmung der anti-rachitischen Eigenschaften dieser Fette 
wurden Versuche an weiBen Ratten angestellt, und zwar nicht nur 
zur Pritfung der prophylaktischen, sondern auch der heilenden Wirkung. 
Bei der Wah] der Dosen wurde beschlossen, eine solche Menge zu wahlen, 
in welcher das Kabeljaufett (Lebertran) mit Bestimmtheit eine aus- 
gepragte anti-rachitische Wirkung ausiibt, namlich 0,15 g pro Kopf 
und Tag, und zwar sowohl bei prophylaktischen als auch bei Heilversuchen. 
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In der am Ende der Abhandlung angefiihrten Tabelle ist diese 
Menge in Prozenten der von jeder Ratte verzehrten Nahrung gegeben!'. 

Was die Fettzufuhr betrifft, so wurden die Fette nur in einigen 
Versuchen und wahrend einer ganz kurzen Zeitperiode der Grund- 
nahrung direkt beigemengt; in der Regel aber wurden sie gesondert, 
mittels einer Pipette, verabreicht. 

In allen beschriebenen Versuchen befanden sich die Ratten ent- 
weder bei diffusem Tageslicht oder sogar im Halbdunkel. Wie aus 
den histologischen Untersuchungen der Kontrolltiere folgt, wird 
in beiden Fallen eine gleich starke Rachitis beobachtet. 


Ernihrung in der Vorperiode. 


Die Versuchsperiode wird von der Ernéhrung der Miitter in der Lacta- 
tionsperiode sowie der Ernaéhrung der jugendlichen Individuen vor ihrem 
Ubergang zum Versuch beeinfluBt (5). In der letzten Zeit wiirde diese: 
Frage eine gewisse Aufmerksamkeit geschenkt. H. Chick (6) (7) hat bei 
den Ratten (bei der Diét 3143 nach Mc Collum) nur Spuren von Rachitis 
gefunden, und zwar in dem Falle, wenn die Miitter in der Lactationsperiode 
eine Nahrung erhielten, die in Fetten lésliche Vitamine reichlich enthielt. 
Wir benutzten zu unseren Untersuchungen gewoéhnlich Jungtiere von 
Miittern, die in unserem Institut aufgezogen worden waren und bei gleichen 
Bedingungen lebten, nur eine Tierfamilie wurde ausnahmsweise in das 
Laboratorium von auswarts aufgenommen, und auch in diesem Falle sofort 
nach der Geburt der Jungen. AuBerdem wurde die Einteilung der Ratten 
nach Gruppen so gefiihrt, daf8 in jeder Versuchsgruppe — dazu gehdérizer 
und Kontrollgruppe — sich nur Tiere von einem Wurf befanden. In der 
Lactationsperiode und den letzten Tagen der Schwangerschaft erhielten 
die Miitter sowie die Jungen in der Vorperiode folgende Nahrung: 

l. frisches Gemiise, 

2. ganze Korner (Hafer, Hirse), 

3. Milch. 

In der Winter—Friihjahrsperiode, wahrend der der Versuch vorzugs- 
weise gefiihrt wurde, enthalt die Milch bekanntlich keine groBen Mengen 
an Faktor D. Aber die letzten Gruppen erhielten in der Vorperiode Sommer- 
milch, mit mehr Faktor Ds in diesem Falle wurde die Milchmenge etwas 
vermindert. AuBSerdem wurde eine besondere Aufmerksamkeit auf die 
Untersuchung des Zustandes der Tiere (in vivo mittels der Réntgenoskopie) 
gelenkt. 

Es wurden zum Versuch Ratten von 40 bis 74g Gewicht gewaihlt und 
in verschiedene Kafige zwecks genauer Registrierung der  verzehrten 
Nahrung verteilt, was bekanntlich (8) von Bedeutung ist. 


1 In den prophylaktischen Versuchen bezieht sich der Prozentgehalt 
auf die mittlere tagliche Nahrungsmenge wahrend des ganzen Versuches ; 
in den Heilversuchen auf ebensolche nur waéhrend der Fettzugabepericde 
(eine oder zwei der letzten Wochen). Um die Fettzugaben in Prozenten 
der Trockennahrung auszudriicken, miissen die Zahlen des Prozentgehalts 
mit 1,05 multipliziert werden, da der Wassergehalt der Nahrung (sie wurde 
in lufttrockenem Zustande verabreicht) gleich 4,8°% war. 
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In unseren Versuchen wurde die Registrierung der verzehrten Nahrung 
entweder taglich oder im Laufe von 2 bis 3 Tagen vorgenommen. Di 
Nahrung wurde von allen Ratten in geniigenden Mengen verzehrt. A! 
besonders geeignete und eine strenge Registrierung des Verzehrten sicherncd 


Einrichtung erwies sich der Futtertrog (s. Abb.), der von dem Mechaniker 


unseres Instituts, J. M. Aljeschin, konstruiert worden war und den wir 
zu analogen Untersuchungen besonders empfehlen. 


Die Nahrung der Versuchsperiode. 


Als Nahrung wahrend der Versuchsperiode diente die bekannt: 
Me Collumsche Diat Nr. 3143*.  Entsprechend den Anweisungen von 
Mc Collum (9) wurde weicher Weizen genommen, der vorerst von den 
Beimischungen befreit worden war. Der gelbe Mais war von bester Sorte. 
Die Gelatine héchster Qualitét. Die Weizenglutene wurden entweder aus 
feinstem Weizenmehl (durch Abschlammen) oder aus Makkaroni erhalten. 
Das Trocknen desselben wurde bei 90 bis 105° C ausgefiihrt. 

Uns stand die Verkaufsgelatine in Platten zur Verfiigung. Es gelingt 
nicht, die Gelatineplatten auf gew6hnlichem Wege zu Pulver zu zermahlen, 
und daher mute man, um dennoch die erforderliche trockene und gepulverte 
Mischung zu erhalten, folgendermaBen verfahren: die abgewogene Menge 
der Gelatine wird mit gleicher Menge Eiwei8 in Pulver und Salzen unter 
Erwarmen und Zugabe von Wasser gemischt. Darauf wurde diese Mischung 
in Stiicke geschnitten und im Luftschrank getrocknet, wonach diese Stiicke 
leicht zu Pulver gemahlen werden konnten. Es gelingt auch, die Gelatine 
zu zermahlen, indem man folgendermaBen vorgeht; eine bestimmte Menge 
Gelatine in Plattenform wird mit Wasser angefeuchtet und gepreft; es 
werden dicke Stiicke erhalten, die fein zerteilt, getrocknet und darauf 
gemahlen werden; jedoch gelingt es dennoch nicht, auf solechem Wege ein 
so feines Pulver wie auf obengenannte Weise zu erhalten. 

In beiden Fallen wurden die Bestandteile der Nahrung griindlich 
durchgemischt. Die Nahrungsmischung wurde also in trockenem, fein 
zerkleinertem Zustande verabreicht. 


Die Untersuchungsmethode der Tiere. 


Zwecks Bestimmung des Zustandes der Tiere wurden gewéhnlich im 
Laufe des Versuches mehrmals Réntgenaufnahmen (in vivo) vorgenommen!. 

Beim Studium der Réntgenaufnahmen ist die Aufmerksamkeit auf 
den Zustand des proximalen Endes der Tibia gelenkt worden. 

Bei der Aufnahme wurden die Tiere einfach mit den Hianden fest- 
gehalten, es war nicht notwendig, zur Narkose Zuflucht zu nehmen. 

Nach SchluB8 des Versuches wurden die Tiere getétet, seziert und der 
Brustkorb einer Untersuchung unterworfen. Bei rachitischen Tieren wurden 


Wein 2 ORM Gelatme ...... 15 
ee ee ee SO See eee aOR Oe 
Weizengluten . . 15 GC tes ale 
! Die Réntgenaufnahmen wurden im Réntgeninstitut des Akademikers 
FP. P. Lazarew, im Réntgenkabinett des Prof. A. N. Hagman, von D. N. 
Karelin und Dr. M.S. Marschak ausgefithrt. Allen den Herren méchte ich 
auch hier meinen besten Dank entgegenbringen. 
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Verdickungen und Verkriimmungen der Rippen beobachtet, was besonders 
bei der Beobachtung des Brustkorbes von der inneren Seite auffiel. 
SchlieBlich wurde eine histologische Untersuchung der Knochen der 
unteren Extremititen vorgenommen!. Es wurden Schnitte vom Distalende 
des Schenkels und Proximalende der Tibia angefertigt. Zu diesem Zwecke 
wurden von den Pfoten die Muskeln entfernt und die Knochen in 10°, iger 
Formalinlésung aufbewahrt. Darauf wurden die Knochen dekalziniert 
und mit Hamatoxilin und Eosin gefairbt. AuBerdem wurden die Knochen 
der Ratten, welche die Heilversuche und die zu ihnen gehérenden Kontroll- 
versuche durchgemacht haben, ohne voraufgehende Dekalzinierung der 
Knochen einer erginzenden Bearbeitung mit Silber nach Kossa unter- 
worfen. Die Schnitte wurden von gefrorenen Objekten genommen. Die 
Ergebnisse der histologischen Untersuchungen sind weiter unten angegeben. 


a) Prophylaktische Versuche. 


Bei diesen Versuchen bekommen die Ratten zu ihrer Nahrung Zugaben 
der in Untersuchung stehenden Fette, gewéhnlich von den ersten Versuchs- 
tagen an. Die Kontrolltiere erhielten natiirlich keine Fette. Bei diesen 
letzteren wurde gewéhnlich nach einem Monat oder auch friiher auf den 
Réntgenaufnahmen ein deutlich sichtbaver breiter, dekalzinierter Streifen 
an der Grenze zwischen der Epiphyse und Diaphyse der Réhrenknochen 
beobachtet. Bei histologischer Untersuchung der Tiere, die keine Fett- 
zugabe erhielten (es wurde gewoéhnlich das proximale Ende der Tibia unter- 
sucht), wurde ein deutliches Bild der Rachitis mit Auswachsen des Knorpels 
und einer deutlich ausgepragten Zone des osteoiden Gewebes an! der Grenze 
zwischen Epiphyse und Diaphyse des Knochens beobachtet. Die Zellenzah] 
des wachsenden Knorpels ist sehr vergréBert, die ganze Knorpellinie hat 
eine unregelmaBige Form; an verschiedenen Stellen dringen die Knorpel- 
bickchen in die tiefer liegende osteoide Zone ein, bisweilen wird die Knorpel- 
schicht durch Briicken des osteoiden Gewebes durchsetzt. Eine provisorische 
Verkalkung des Knorpels fehlt. AuSerdem waren die obengenannten 
Verainderungen des Brustkorbes stark ausgeprigt. Die Knochen der Ratten, 
welche Seehund- und Delphinfette erhielten, wiesen eine normale Struktur 
auf mit einer schmalen und regelmaBigen Knorpellinie, ohne Entwicklung 
einer osteoiden Zone. Zu den prophylaktischen Versuchen sind fiinf Gruppen 
(Familien) genommen worden, und zwar Nr. 3, 4, 5, 6 und 7. Ein Teil 
der Tiere erhielt Zugaben der in Untersuchung stehenden Fette, éin anderer 
wurde zur Kontrolle (nur bei Grundnahrung) belassen. 


b) Heilversuche. 


Zu diesen Versuchen sind zwei Gruppen von Tieren, Nr. 8 und 9, 
gewahlt worden. Die Tiere erhielten einige Zeit (45 bis 50 Tage) Diatkost 
Nr. 3143, wobei zu dieser Zeit auf den Réntgenaufnahmen der Stillstand 
des Verkalkungsprozesses an der Grenze zwischen Epiphyse und Diaphyse 
der Réhrenknochen deutlich zu unterscheiden war. Darauf wurden einem 
Teil der Tiere taglich Zugaben des in Untersuchung stehenden Fettes 
(0,15 g¢ pro die) verabreicht; der andere Teil aber, d.h. Kontrolltiere, 


1 Die histologische Untersuchung wurde von Dr. M. W. Aleksejew 


und A.M. Wachurkina ausgefiihrt. Ich benatze die Gelegenheit, ihnen 
hiermit meinen Dank auszusprechen. 
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Réntgenaufnahmen der Ratten, welche dem prophylaktischen Versuch unterworfen wurden 


Nr. 90, 89, 82, 61 erhielten nur die Diiit Nr. 3148 
Von Nr. 90 und Nr. 89 ist die Aufnahme am 38. Tage gemacht worden; Nr. 61 am 37 
tag, Nr. 82 am 44. Versuchstag 


. Versuchs 


Nr. 57 erhielt Zugabe von Delphinfett (0.15 g pro die) Aufnahme vom 41. Versuchstag 


r. 52 und Nr. 60 erhielten Zugabe von Seehundsfett (0.15 g pro die) 
Nr. 52: Aufnahme yom 38., Nr. 60 yom 37. Versuchstag 
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3. Ansicht von oben ohne Deckel der Seite 
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bleibt auch in weiterem bei der Grunddiait. Nach Verlauf von 8 ode 
15 Tagen von Beginn der Kur wurden die einen sowie die anderen Tier 
getétet und die Tibia nach Kossa behandelt. 

Bei Tieren, welche Fette des Seehundes oder Delphins erhielten, befan: 
sich an der Grenze zwischen dem Epiphysenknorpel und der osteoide: 
Zone nach Behandlung mit Silber ein einheitliches schwarzes Netz vor 
ausgeschiedenem Silber, was auf die an diesen Stellen sich abspielenden 
Verkalkungsprozesse hinweist. Bei den Kontrolltieren war eine soleh 
Linie des Silberniederschlags an bestimmter Stelle nicht zu beobachten. 

In niachster Zeit werden die Resultate der Versuche an Fetten von 
Meersiiugetieren bei Priifang von geringeren Dosen in Druck erscheinen. 


Schlub. 


Die Unterhautfette des Seehundes und Delphins (s. Tabelle) 
enthalten eine bedeutende Menge des Vitamins D (des antirachitischen 
Faktors), wobei sie eine heilende, sowie starke prophylaktische Wirkung 
bei experimenteller Rachitis, und zwar in Dosen von 0,15 g pro die (das 
bildet fiir das Fett von Seehunden 1,4 bis 2,1 °4, und fiir das Fett von 
Delphinen 1,5 bis 2,.9°, der verzehrten Nahrung) aufweisen. 


Die vorliegende Arbeit war bereits geschrieben, als wir die letzte 
(Nr. 27) Nummer der Zeitschrift fiir experimentelle Biologie und Medizin 
(russisch) erhielten, in der die Mitteilung von Lepsky, Jdgeréwa und 
Michlina iiber die Ergebnisse der von ihnen ausgefiihrten Untersuchungen 
der Seehund- und Delphinfette, die nach der gleichen Methode wie 
die unseren und aus der gleichen Quelle erhalten worden sind, erschienen 
ist. Die Resultate dieser Autoren stimmen vollkommen mit den unseren 
iiberein. 


Zum SchluB bringe ich meinen tiefen Dank Herrn Prof. M.N. 
Schaternikoff fiir seine Hilfe und Leitung wahrend der Arbeit. 
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Thermostabilisation der Eiweiflésungen 
mit Rohrzucker und Glycerin. 


Von 
A. Beilinsson. 


(Aus dem Biokolloid-Laboratorium des Mikrobiologischen Institats des 
Volkskommissariats fiir Gesundheitswesen in Moskau.) 


(Eingegangen am 17. Juli 1929.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


Die Stoffe, welche die Thermokoagulation des EiweiBes verhindern, 
lenken die Aufmerksamkeit der Chemiker immer mehr auf sich. Zu 
ihnen gehéren, wie schon vor Jahren Neuberg (1) festgestellt hat, vielen 
die hydrotropischen Salze. Die Anzahl dieser Stoffe ist sehr grobe 
[ Briichonenko (2)].__ Einige dieser Antikoagulanten schiitzen vor der 
Denaturierung in gewissem Grade auch die biochemischen Eigenschaften 
des EiweiBes, wie das die Arbeiten unseres Instituts festgestellt haben. 
[Die Thermostabilisierung des Diphterietoxins (3) (Kulikow und 
Smirnow), Antitoxins (4) (Kulikow und Sekretewa), der Fermente (5) 
(Kulikow und Bobkowa) und anderes.] Der Zweck vorliegender Arbeit 
besteht in der Priifung der Frage, ob eine Eiweifstabilitat mit der 
Erhaltung aller nativen physikalisch-chemischen Eigenschaften ver- 
bunden ist. 


Auf Vorschlag von Privatdozent Dr. L. A. Silber wurde die Ei- 
weibdenaturierung durch ihren Aussalzungsgrad mit Ammonium- 
sulfat und durch die Menge des gefallten EiweiBes bei py == 5,3 (da 
in diesem Punkte der gréBte Niederschlag des denaturierten Eiweibes 
experimentel] beobachtet worden war) bestimmt. Als Arbeitsmaterial 
diente 1. Kaninchenserum und 2. 5°, iges Eialbumin' in physiologischer 


1 Von LHL. Merck. 


26 * 
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NaCl-Lésung. Als Antikoagulant (in dem obenerwahnten Sinne 
wurde Glycerin (28° £®), welches Privatdozent Dr. L. A. Silber als 
solches in seiner Arbeit mit Vaccinen gebraucht hatte, ausprobiert 
Die Daten der ersten Orientierungsversuche haben gezeigt, daB der 
Arbeitserfolg von der Glycerinkonzentration wie auch von seiner 
Reaktion abhing. Bei einem Verhaltnis von 3 Volumen Glycerin pro 
1 Volumen Serum und bei py = 7,5 bis 7,6 wurden opfimale Bedingungen 
fiir die Hemmung der EiweiSkoagulation hergestellt. 


Der Versuch wurde in folgender Weise durchgefihrt : Die Mischung 
von 1 cem Kaninchenserum und 3 ccm Glycerin bei dem obenerwihnten 


~~ 


pu wurde im Wasserbade bei 62, 75 und 100°C wabrend einer Stunde 


UV cm 
30 





By=29 
dS } 
1,35| io 
on: - 
| - 
al WU 20 7 % 5 7 min 60 
Abb. 1. 


erwarmt. Alle 10 Minuten wurden von der angewarmten Mischung 
Proben von 0,4cem! genommen. Diese Menge wurde mittels einer 
physiologischen NaCl-Lésung auf 2cem gebracht und mit einer ge- 
sattigten (NH,),SO,-Lésung bis zur Standardtriibung titriert. Die 
Abhangigkeit der fiir das Titrieren der obenerwahnten Proben gebrauchten 
Mengen der Ammoniumsulfatlésung von der Erwarmungsdauer wird 
fiir die Versuche bei 62°C durch die obere (I) Kurve der Abb. | 
illustriert. 

Wenn wir diese Volumenwerte mit den Kontrollwerten [die 
zweite (II) Kurve der Abb. 1], die mit Hilfe von Serum und einer physio- 
logischen NaCl-Lésung bei denselben Verhaltnissen und bei gleicher 
Temperatur erhalten worden waren, vergleichen, so kiénnen wir sehen, 
daB sie sich betrachtlich voneinander unterscheiden. 


' Entsprechend 0,1 cem Kaninchenserum. 
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Die erste und zweite Kurve der Abb.2  beziehen sich auf die 
Versuche mit Serum und Glycerin bei 7 = 75°C. Die dritte Kurve 
ist die Kontrollkurve. 

Diese Kurven zeigen, daB die Erhéhung des py bis zu 7,6 (1) einen 
positiven Einflu8B auf den Schutz vor der Thermodenaturierung des 
SerumeiweiBes ausiiben kann. Bei Erwirmung des Kaninchenserums 
bei Glycerinanwesenheit und bei pq = 7,1 (Il) wurde ein Gelatinieren 
beobachtet. Bei pq = 7,6 und nach Erwiirmung wahrend 15 Minuten 
wurden folgende Aussalzungsdaten erhalten: Der Versuch mit Glycerin 
ergab 0,6 cem, die Kontrolle aber ergab keine vergleichbaren Resultate, 
da sie triiber als die Standardlésung war. 
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Auf Vorschlag von Dozent Dr. W. Kulikow wurde eine Reihe 
von analogen Versuchen mit einer bei 25°C gesattigten Rohr- 
zuckerlésung (211 g Rohrzucker, 100 ccm Wasser) ausgefiihrt, um 
Stoffe zu finden, die vor einer Thermodenaturierung einen maximalen 
Schutz gewahren kénnten. In diesen Versuchen blieb das Verhaltnis 
zwischen der Rohrzuckerlésung und dem Serum dasselbe (3: 1). 

AuBerdem wurde ein Versuch mit VergréBerung der Anti- 
koagulantenkonzentration vorgenommen, wobei das Serum selbst 
mit den Rohrzuckerkristallen gesittigt wurde (zu 1 cem Serum wurden 
2 g trockenen Rohrzuckers gegeben), und dann wurde die gewohnliche 
Menge (3 ccm) der gesattigten Rohrzuckerlésung hinzugefiigt. Die Er- 
warmung dauerte wahrend 1 Stunde. Die Daten der Aussalzung sind fiir 
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den Versuch mit einem mit Rohrzucker gesiattigten Serum (7 = 62° ( 


— 


und py = 7,1) durch die oberste Kurve (I) der Abb. 3 dargestellt 
Die zweite Kurve dieser Abbildung bezieht sich auf einen Versuch mit 
Rohrzuckerlésung und Serum (3:1) und die dritte ist eine Kontrol! 
kurve. 

Wie diese Kurven zeigen, steht der Schutz des Kaninchenserum 
eiweiBes vor der Thermodenaturierung in direkter Abhingigkeit von 
der Rohrzuckermenge. Bei den Versuchen mit Serum, zu dem auBer 
der Rohizuckerlésung Rohrzuckerkristalle bis zur Sattigung hinzu- 
gefiigt worden waren, wurde keine Denaturierung beobachtet. 
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Abb. 3. Abb. 4. 


Die Versuche der Serumerwirmung mit Rohrzucker bei 75° © 
sind in Abb. 4 dargestellt. 


Die oberste Kurve bezieht sich auf einen Versuch mit einem mit 
Rohrzuckerkristallen gesiattigten Serum, die zweite und dritte stellen 
die Daten der Versuche mit Rohrzuckerlésung und Serum (3: 1) bei 
verschiedenen py-Werten dar, die vierte ist eine Kontrollkurve. Aus 
den Ergebnissen dieser Versuche kénnen wir schlieBen, daB die De- 
naturierung von Serumeiwei8 bei Erwirmung bis 75°C gegeniiber der 
Kontrolle ganz gering ist. Der py-Wert hat einen kleineren EinfluS 
auf die Schutzeigenschaften dieses Antikoagulanten als Glycerin. 
Die Resultate der Erwirmung des Kaninchenserums mit Rohrzucker 
bei 100°C wahrend 15 Minuten sind in Tabelle I dargestellt. 
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Tabelle I. 
Pa = 7,1 Pu = 75 Pu 7,1 Pu 75 

Er- 
T° wirmungs- Versuch Versuch Versuch mit 

dauer mit Kontrolle mit Kontrolle rohrzuckergesittigtem 

Rohrzucker Rohrzucker Serum 

109 5 Min. elati- triiber — | traber 12ecem = 1,28 ccm 
100 | 10 , orsene als 0,5 eem als 1,0 Lis » 
100 | 15 , Standard 0,45, Standard 0,85 , 0,95 , 


Aus den Daten dieser Tabelle geht klar hervor, daB die Rohrzucker- 
konzentration eine groBe Bedeutung fiir den Schutz des Eiweifes 
vor der Denaturierung hat. Die Schutzeigenschaft des Rohrzuckers 
ist jedoch bei dieser Temperatur im Vergleich zu den Ergebnissen 
der Versuche bei niedrigeren Temperaturen ziemlich gering. | 


Weiter wurden Versuche vorgenommen, in welchen wir die Stick- 
stoffmenge des in dem isoelektrischen Punkte (pq = 5,3) gefallten 
EiweiBes bei der Erwiimung des Serums mit Rohrzucker bestimmten. 
Die Arbeitsmethode war folgende: 0.4 cem einer Mischung von Serum 
mit Rohrzucker, die wahrend einer gewissen Zeit erwarmt worden 
war, wurde in einen FEssigséurepuffer py = 5,3 gebracht. Der ent- 
standene Niederschlag wurde ven der zuriickgebliebenen Rohrzucker- 
und EiweiBlésung mehrmals durch Zentrifugieren abgespiilt. Dann 
wurde er wie gewoéhnlich mit Schwefelsiure verbrannt und in der 
erhaltenen durchsichtigen Lésung der Stickstoff nach Acél bestimmt. 
Tabelle II bringt die Daten der Stickstoffmenge des EiweiSnieder- 
schlags bei den Versuchen mit Erwarmung des Serums mit Rohrzucker 
bei verschiedenen Temperaturen. Die Stickstoffprozente des Nieder- 
schlags wurden in bezug auf den gesamten Serumstickstoff (100°,) 
berechnet. 


Tabelle II. 





T = 62°. Erwirmungs- 
dauer i Stunde 


T= 100°. Erwirmungs 
dauer 15 Min. 


T= 75°. Erwirmungs- 
dauer 1 Stunde 





Rohrzucker- aaners 





PH konzentration Versuch Versuch Versuch 

mit Kontrolle mit | Kontrolle mit Kontrolle 

Rohrzucker Rohrzucker | Rohrzucker 

7,1 | 3Tle. Rohrz.,{) 507% 61,53% | 11,59% 76,81% gelatiniert 7 
7.5 | 1 TI. Serum nn = 869% 77.26% 81,15% | 94,2 % 
9 Serum mit kein — ine 
7,1 | weal R | 61,538% 416% 76,81% “ - 
75; Rohrzucker — Nieder- fi 625° | 94.90 
’ gesattigt schlag —— . a 


Ferner wurden Versuche mit Erwirmung einer 5”,igen Albumin- 
lésung mit Rohrzucker derselben Konzentration und bei denselben 


Verhaltnissen wie friher durchgefiihrt. 


Die Aussalzungsergebnisse 
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der Albuminlésung mit Reohrzucker, die bei 75°C wahrend 1 Stuncd 
angewarmt worden waren, sind durch die Kurven der Abb. 5 illustriert 
Die erste oberste Kurve bezieht sich auf einen Versuch mit eine: 
mit Rohrzucker gesittigten Albuminlésung, die zweite auf einen 
Versuch mit den Rohrzucker- und Albuminlésungen (3:1) und di 
dritte ist eine Kontrollkurve. 
Die Kurven zeigen auch fiir die Lésung von reinem Eiweif ein 
ganz klares Abhangigkeitsverhiltnis zwischen der Rohrzucker- 
konzentration und der Schutzeigenschaft dieses Stoffes. Eine Dena- 








Reco | 
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Abb. 5. 
turierung der mit Rohrzucker gesattigten Albuminlésung bei gegebener 
Temperatur ist nicht beobachtet worden. Eine Erwarmung der Albumin- 


lisung bis 100°C gab wie auch bei den Serumversuchen keine be- 
friedigenden Resultate, wie das Tabelle III zeigt. 


Tabelle III. 





Erwirmungs- Mit Rohrzucker 


T° | satti Kontroll 

= dauer siicuddieaes aan 
100 | 7,5 5 Min. 0,9 com | triiber als Standard 
100 | 7,5 - » 0,81 , Ae ‘ » 
100 7,5 @ » 0,77 , Peg e " 


Die Ergebnisse der Stickstoffbestimmung des Albuminnieder- 
schlags im Puffer p_ = 5,3 sind in Tabelle IV gegeben. 
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Tabelle IV. 





T = 75°. Erwirmungs- T = 100°. Erwirmungs- 
dauer 1 Stunde dauer 15 Min. 
Pu Rohrzuckerkonzentration Versach Versuch 
mit Kontrolle mit Kontrolle 
Rohrzucker Rohrzucker 
7,1 3 Tle. Rohrz., 1 Tl. Serum 23,15 % 73,68 % 
7,1 +| Mit Rohrzucker gesittigtes {| kein Niederschl. 73,68 °% — 
7,5 if Albumin | — -— 56.9% |8615% 
Zusammenfassung. 


Die experimentellen Ergebnisse der EiweiBberwarmung mit den 
obenerwihnten Antikoagulanten gestatten folgende Schliisse : 

1. Beim Erhitzen der EiweiSlésungen (Serum, Albumin) mit 
Rohrzucker und Glycerin bleiben die physikalisch-chemischen Eigen- 
schaften des nativen EiweiBes in gréBerem oder geringerem Mabe 
erhalten. 

2. Diese Schutzeigenschaft des Glycerins ist niedriger als die 
des Rohrzuckers und variiert in Abhangigkeit von der Temperatur 
und Konzentration der betreffenden Stoffe. 

3. Mit einer VergréBerung der Rohrzuckerkonzentration nimmt 
auch die Thermostabilitat des EiweiBes im Kaninchenserum zu. Bei 
T = 62°C haben wir eine vollkommene Thermostabilitaét in bezug 
auf die Aussalzung wie auch in bezug auf die Stickstoffmenge des 
denaturierten und im isoelektrischen Punkte py = 5,3 gefallten Ei- 
weiBes. 

4. Fiir das EiweiBalbumin ist solche Thermostabilitat unter den- 
selben Bedingungen bei 7’ = 75° C beobachtet worden. 


Literatur. 
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VIII. Kongresses d. Physiol. d. USSR. (russisch). — 3) W. Kulikow und 
Smirnow, Zeitschr. f. d. exper. Biol. u. Med. 4, Nr. 14, 83, 1927 (rassisch). 
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Beitrige zur Frage des Hexosenabbaues in der Pflanze. 


IV. Mitteilung: 
Zur Frage nach dem Mechanismus der stimulierenden Wirkung des Luft- 
sauerstoffs auf die postmortale Alkoholgirung der Erbsensamen. 


Von 
W. Zaleski und L. Notkina. 
(Aus dem Pflanzenphysiologischen Laboratorium zu Charkow.) 


(Eingegangen am 24. Juli 1929.) 


Iwanoff' hat nachgewiesen, daB das mit Toluolwasser befeuchtete 
Erbsenmeh!] in der Luft starker als im Vakuum gart. Nach Versuchen 
des Verfassers hangt die Steigerung der Alkoholgirung des Mehles in 
der Luft von einer Vermehrung der aktiven Zymase ab, die sich aus 
ihrem Zymogen infolge der Oxydation mit Luftsauerstoff bildet. Der 
Ansicht von Iwanoff haben sich Palladin® und dann Bodndr* ange- 
schlossen. Spater hat Palladin seine Meinung anscheinend verindert 4 
und den Gedanken ausgesprochen, daB der Luftsauerstoff die Alkohol- 
girung der abgetéteten Erbsensamen dadurch steigert, daB er in 
diesem Falle als Wasserstoffakzeptor fungiert. 

Schon viel friiher hatte aber Godlewski® eine Steigerung der Alkohol- 
garung in den in sauerstofffreiem Wasser liegenden Erbsensamen nach- 
gewiesen. Daraus hat der Verfasser den SchluB gezogen, daB die Zymase 
auch ohne Sauerstoffzutritt in den Pflanzen gebildet werden kann. 
Wenn diese Vermutung richtig ist, so kann man auch annehmen, dab 
der Luftsauerstoff die Bildung der Zymase in dem Mehl beschleunigt. 
Eine selche Voraussetzung ist aber nach Oppenheimer® unrichtig. 

Er schreibt, daB ,,die Fermentproduktion bei der Samenkeimung nur 
eine Funktion des zunehmenden Stoffwechsels sein kann, aber so schnell 


wiirde das kaum gehen“. Eine starkere Garung des Erbsenmehles in der 
Luft im Vergleich mit der im Vakuum hangt nach Oppenheimer davon ab, 


' ITwanoff, Ber. d. deutsch. bot. Ges. 29, 1911. 

2 Palladin, Zeitschr. f. Garphysiol. 1, 92, 1912. 

3 Bodnar, diese Zeitschr. 165, 145, 1925. 

* Palladin, ebendaselbst 60, 200, 1914. 

5 Godlewski und Polzeniusz, Extrait du Bull. de |’Acad. d. se. de 
Cracovie 1901. 

® Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wirkungen 2, 1607, 1926. 
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daB die anaerob gebildeten schiidlichen Stoffe die Objekte geschwacht 
jaben und so Luftzutritt mehr niitzte als schadete* 

Gegen diese Deutung der oben erwihnten Tatsache sprechen 
unsere Versuche mit dem Erbsenmehl, das folgenderweise vorbehandelt 
wurde. 

Wir haben das Mehl mit Toluolwasser (10°,,) befeuchtet (1: 1), 
auf Glasplatten aufgeschmiert und dann an der Luft getrocknet. Die 
Energie der Alkoholgirung eines solechen Mehles wurde mit der des 


nativen verglichen. In einigen Fallen wurde das Mehl zuerst ein- bis 
zweimal mit destilliertem Wasser auf dem Filter iibergossen und dann 
in der oben beschriebenen Weise vorbehandelt. 


Versuch 1. 
Je 5g Erbsenmehl-- 5 cem Toluolwasser (10° ig). Temperatur 19°, Luft- 
versuch. ° 





Versushedanes Natives Mehl Vorbehandeltes Mehl Stimulation 
Std. CO, in mg 
51, 14.4 19.5 35.4 
16 38.4 40,2 4.0 
211), 52.8 59.7 
Versuch 2. 
Je 6g Erbsenmehl + 6ccm Toluolwasser. Temperatur 22 bis 20°. Luft- 


versuch. 





Versuchsdauet Natives Mehl Vorbohandeltes Mehi Stimulation 
Std CO, in mg ® 
4 13,2 17,6 33 
201), 58,8 60,0 2 
2411, 72,0 77,6 


Es ist klar, daB der Luftsauerstoff die Alkoholgiirung des nativen 

Erbsenmehles steigert, da dieses’ nach Vorbehandlung  stirker  giirt. 
Alkohol 

Die |. - -Verhaltniszahi stimmt auch bei der Garung des 

Kohlensaure 
vorbehandelten Mehles mit der fiir die Alkoholgarung charakteristischen 
Verhaltniszahl] iiberein. Der Unterschied in der Energie der Giarung 
des vorbehandelten und nativen Mehles fallt allmahlich ab und wird 
zuletzt ausgeglichen. Der Luftsauerstoff steigert also die Geschwindig- 
keit der Alkoholgirung des Mehles. Auch im Vakuum giirt das vor- 
behandelte Mehl starker als das native. Eine kurz dauernde voran- 
gegangene Oxybiose steigert also die Garung. 

Der Kiirze wegen wollen wir den Unterschied der von dem Mehl 
in der Luft und im Vakuum gebildeten Kohlensaiure- und Alkohol- 
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mengen als Extragirung bezeichnen. Die Gré8e der Extragirun 
Luft 
des Mehles, die durch den Wert des Quotienten Garung <. (GL/) 
Vakuum 

bestimmt wird. hangt nach unseren Versuchen von der Sorte und de; 
Qualitat der Erbsensamenab. Der Quotient G L/V des Mehles der Erbsen 
samen (Viktoria- Sorte) bewegt sich in unseren Versuchen zwische: 
2 und 3. Wenn die Samen ihre Keimfahigkeit verlieren, dann hat das 
Mehl derselben keine Extragarung (G L/V = 1). Das Mehl der gekeimten 
Erbsensamen zeigt auch Extragirung, aber nur in den allerersten 
Stadien der Keimung. 

Nach diesen vorliufigen Bemerkungen wenden wir uns zu der 
Frage nach dem Mechanismus der stimulierenden Wirkung des Luft- 
sauerstoffs auf die Alkoholgirung des Erbsenmehles. 

Zuerst haben wir den Versuch gemacht. den Luftsauerstoff durch 
verschiedene Wasserstoffakzeptoren zu ersetzen. Es erwies sich, dal 
es nicht gleichgiiltig ist, was fiir ein Akzeptor genommen wird, da 
sie von biologischem Standpunkt aus nicht gleichwertig sind. Wir 
haben gefunden, daB unter allen von uns benutzten zellfremden sowie 
natiirlichen Wasserstoffakzeptoren nur das Methylenblau und der 
Acetaldehyd die Geschwindigkeit der Alkoholgirung des Erbsenmehles 
steigern. 

; Versuche 3 bis 6. 
Je 10g Erbsenmehl + 10cem 1. Toluolwasser, 2. Methylenblau, 0,5 ° ig, 
und Toluol. Versuchsdauer 20 bis 23 Stunden. Vakuumversuche. Tem- 
peratur 14 bis 15°. 





COs in mg Alkohol in mg 
| a eee. 22,1 22,2 21,0 205 
Methylenblau. . .. . 38,1 86,3 38.0 37.9 


Versuche 7 und 8. 
Je 10g Erbsenmehl + 20cem Toluolwasser + Acetaldehyd (10 mg). 
Temperatur 21°. Versuchsdauer 23 Stunden. Nach Einfiihrung von Acet- 
aldehyd wurde das Rezipient gut verschlossen. 





CO, in mg 


Wie. ks 16,8 15,6 
Acetaldehyd. . .. . . 32.4 30,0 


Das Methylenblau stimuliert die Alkoholgirung des Erbsenmehles 
im Vakuum (die anaerobe Gairung) um 65 bis 71°,, (Versuche 3 bis 6). 
Unsere Versuche, die wir hier nicht anfiihren, zeigen, daB die Garung 


des Mehles der keimunfihigen’ Erbsensamen weder durch Luft- 
sauerstoff noch durch Methylenblau stimuliert wird. Das Methylenblau 
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stimuliert also die anaerobe Girung nur eines solchen Mehles, das die 
Extragirung hat. Das Methylenblau kann also den Luftsauerstoff 
ersetzen. In derselben Weise beschleunigt der Acetaldehyd die Ge- 
schwindigkeit der Kohlensiurebildung des Mehles um 50 bis 100°, 
(je nach der Menge der Fliissigkeit). Sehr schwach steigert das Methylen- 
blau die Kohlensiurebildung des Mehles in der Luft. In diesem Falle 
spielt das Methylenblau eine Rolle des sauerstoffiibertragenden Stoffes, 
der die Sauerstoffabsorption des Mehles etwas verstarken kann. 

Vorlaufig kann man Methylenblau als einen zellfremden Ersatz 
fiir den analog wirkenden Stoff betrachten, den das Mehl an der Luft 
bildet. 

Weiter haben wir den Versuch gemacht, den EinfluB des Luft- 
sauerstoffs auf die Alkoholgarung des Erbsenmehles durch Kalium- 
cyanidzusatz zu hemmen. 

Bekanntlich verhindert das Kaliumeyanid die Aktivierung des 
molekularen Sauerstoffs, indem es das Eisen durch eine Uberfiihrung 
in komplexe Bindung blockiert. Vorlaufige Versuche haben uns gezeigt, 
daB das Kaliumcyanid in 16~* mol. Konzentration die Extragarung 
des Erbsenmehles unvollstandig hemmt. Daher haben wir Kalium- 
eyanid in 10~* mol. Konzentration genommen. Das Mehl wurde mit 
Wasser und parallel mit Kaliumeyanidlésung befeuchtet und dann 
wurden die GefaiBe geschlossen. In anderen Versuchen wurden die 
GefaBe zuerst evakuiert und dann luftdicht verschlossen. Es ist selbst- 
verstandlich, daB in allen Fallen das Toluol (10°, ig) hinzugefiigt wurde. 


Versuche 9 und 10. 
Je 10g Erbsenmehl + 10cem 1. Toluolwasser, 2. Kaliumeyanidlésung 
mit Toluolzusatz. Temperatur 12°. Versuchsdauer 22. bis 21 Stunden. 


Luftversuch. 





CO, in mg Alkohol in mg 
an a. kee CY eg hok! o 39,9 40.5 40,2 40,8 
ee ee ee ee ee 16,8 18,3 20,0 19,4 


Versuche 11 bis 13. 
Das Erbsenmehl wurde mit 1. Toluolwasser, 2. Kaliumeyanidlésung mit 


Toluolzusatz befeuchtet. 





T° Versuchsdauer ay og Versuche in Luft ia 
Std. g mg 

21 41, 10 Wasser 22.0 

Kaliumeyanid 12,3 

16 515 7 Wasser 13.8 
Kaliumeyanid 8.4 

16 211), 7 Wasser 43,8 


Kaliumeyanid 15.6 
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Versuche 14 und 15. 
Je 10g Erbsenmehl + 10cem 1. Toluolwasser, 2. Kaliumeyanidlésu 
unter Toluolzusatz. Temperatur 14°. Versuchsdauer 22 Stunden. Vakuun 
versuche. 





CO, in mg 


ee 19,2 19,0 
Kaliumeyanid . .. .. 15,0 15,4 


Versuche 16 und 17. 
Je 7g vorbehandeltes Erbsenmeh! + 7cem 1. Toluolwasser, 2. Kalium 
evanidlésung mit Toluolzusatz. Temperatur 21 bis 20°. Luftversuche 





COs In mg 


nach 5 Std nach 24 Std 
ee ne 23,1 69,7 
Kaliumeyanid. . .. . 21,0 63,9 


Versuche 18 und 19. 
Je 6.5 g¢ Mehl der eintaigigen Erbsenkeimlinge + 7cem 1. Toluolwasser, 


2. Kaliumeyanidlésung mit Toluol. Temperatur 16°. Luftversuch. 





CO, In mg 


nach 5 Std nach 26.5 Std 
Ss pee 19,2 74,3 
Kaliumeyanid. . .. . 10,5 51,6 


In 10~-*% mol. Konzentration hemmt das Kaliumeyanid die Alkohol- 
girung des Erbsenmehles an der Luft um 51 bis 64°,. Die Hemmung 
der Extragirung des Mehles durch Kaliumeyanid ist vollstandig, da 
es in der Luft und im Vakuum gleich stark gart (GLZ/V = 1). Daher 

H, ¢ 
ist es verstandlich, daB der Quotient G L/V und das Verhaltnis G ON Luft 
gleich sind (etwa 2,4). Das Mehl der keimunfahigen Erbsensamen, 
das keine Extragirung hat, giirt nach Kaliumeyanatzusatz in der Luft 
und im Vakuum gleich stark. Es ist auch verstandlich, daB die Garung 
des vorbehandelten Mehles durch Kaliumeyanat schwach gehemmt 
wird (etwa 10°,). 

Das Kaliumeyanid hemmt die Garung des Mehles im Vakuum 
um 20°,. Dieses Resultat hangt nicht von einer sehr schwach 
hemmenden Wirkung von Kaliumeyanid auf die anaerobe Garung, 
sondern eher von der unvollstandigen Entfernung des freien oder des 
wahrend des Befeuchtens des Mehles absorbierten Sauerstoffs in der 
Kontrollportion ab. 


Die Extragarung ist also cyanempfindlich, was dafiir spricht, dal 
der aktive Sauerstoff an diesem ProzeB beteiligt ist. Hingegen ist 
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der ProzeB der Dehydrierung durch Methylenblau im Vakuum nicht 
eyanempfindlich. So z. B. 


Versuche 20 und 21. 
Je 10g Erbsenmehl + 10 ccm Kaliumeyanid-toluollésung + Methylenblau, 
0,5%ig. Temperatur 17°. Versuchsdauer 21 Stunden. Vakuumversuche. 





CO, in mg 


EERE rye ERE Bian an dan ae ae ae 12,0 12,2 
‘ i SNS «04°59 ee a 0 29,4 29,6 


Versuche 22 und 23. 
Je 10g Erbsenmeh! + 10 cem Kaliumceyanid-toluollésung + Methylenblau, 
0,5%ig. Temperatur 20 bis 21°. Versuchsdauer 20 Stunden. Luftversuch. 





CO, in mg Alkohol in mg 
| ee eee ee 22.8. 30,0 20,4 32,0 
» + Methylenblau ... 57,3 73,8 58,0 72,0 


Das Kaliumcyanid hemmt die Extragarung des Erbsenmehles, 
das in diesem Falle gleich wie im Vakuum gart. Das Methylenblau 
stimuliert in beiden Fallen die anaerobe Gairung des Mehles. Es ist 
daher verstandlich, daB der Quotient GL/V und das Verhaltnis 
KCN + Mb 

KCN 

Das Natriumpyrophosphat, obwohl es ebenfalls komplexbildend ist, 

hemmt nicht die Extragaérung des Mehles. 


gleich sind (etwa 2,4). 


Versuche 24 und 25. 
Je 4g Erbsenmehl + 4ccm 1. Toluolwasser, 2. Natriumpyrophosphat, 
0,5%ig, mit Toluol. Temperatur 18°. Versuchsdauer 19 Stunden. 





CO, in mg 


ee er ae 33,6 33,8 
Natriumpyrophosphat . . 42.0 42,2 


Es ist wenig wahrscheinlich, daB eine stimulierende Wirkung des 
Pyrophosphats seinen hemmenden Einflu8 tibertént, aber es ist wohl 
méglich, da8 das Pyrophosphat durch das Mehl in Orthophosphat iiber- 
gefiihrt wird. Dennoch kann diese Tatsache auch in einer anderen 
Weise gedeutet werden. 

Die Erbsensamen und das Mehl derselben verhalten sich bei Sauer- 
stoffzutritt ganz verschieden. Die Samen weisen bei geniigender Sauer- 
stoffversorgung und véllig intaktem Oxydationssystem keinen an- 
oxybiontischen Stoffwechsel auf. Die Blausiure hemmt die Atmung 
der Samen und daher tritt ihre Gairung auf. Die Zerstérung der 
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Struktur der Samen durch Zermablen schadigt ihr Sauerstofi 
aktivierungssystem und daher girt das Mehl auch bei Sauerstoffzutritt 
Dennoch ist das Meh] fahig, eine gewisse Sauerstoffmenge zu aktivieren 
und dadurch die Extragaérung hervorzurufen. In diesem Falle wird 
der aktive Sauerstoff nicht zur Hemmung der Garung, sondern um 
gekehrt zur Steigerung derselben verbraucht. Die Blausiure hemmt 
den ProzeB der Sauerstoffaktivierung und dadurch die Extragirung 
des Mehles. Auch bei andauerndem Liegen verliert das Meh] nach und 
nach seine Fahigkeit zur Extragarung, da sein Sauerstoffaktivierungs- 
system allmahlich abgeschwacht wird. Daher verliert das Mehl der 
keimunfahigen Erbsensamen die Fahigkeit zur Extragarung. 

Es fragt sich nun, in welcher Weise der Luftsauerstoff die Ge- 
schwindigkeit der Alkoholgarung des Erbsenmehles steigert und dadurch 
das Auftreten der Extragirung bedingt. 

Zuerst miissen wir bemerken, daB die Befahigung der Erbsen- 
samen zur Alkoholgarung durch vorheriges Ankeimen derselben stark 
beférdert wird. So giren die gekeimten Erbsensamen im Toluolwasser 
und im Vakuum starker als die ruhenden bei denselben Bedingungen. 
Ebenso girt das mit Toluolwasser befeuchtete Mehl der gekeimten 
Erbsensamen in beiden Fallen stairker als das der ungekeimten. 

Man nimmt an, daB wahrend der Keimung der Samen eine Neu- 
bildung der Zymase! oder eine Bildung derselben aus ihrem Zymogen? 
stattfindet. Unsere Versuche sprechen gegen diese Voraussetzung. 

So konnten wir durch Zusatz von Trockenhefekochsaft den Unter- 
schied in der Energie der Alkoholbildung* und Acetaldehydumwandlung?* 
des Mehles der gekeimten und ruhenden Erbsensamen ausgleichen. 
Die Steigerung der Befahigung der Samen zur Alkoholgirung nach 
Ankeimen hangt nicht von einer Vermehrung der Girungsfermente, 
sondern von einer Erhéhung ihrer Wirksamkeit infolge der Veranderung 
des Mediums ab. Es findet in diesem Falle eine Vermehrung des Gar- 
materials, der Menge der Aktivatoren und eine Veranderung der 
Reaktion statt. In diesem Falle wird also der Umfang der Garung 
gesteigert. 

Hingegen wird die Fahigkeit des Mehles zur Acetaldehyd- 
umwandlung nach Vorbehandlung desselben nicht verandert. Der 
Luftsauerstoff steigert nur die Geschwindigkeit der Giarung des Mehles. 

Man kann annehmen, da8 das Erbsenmehl in der Luft einen Wasser- 
stoffakzeptor bildet, der die Garung in ihrem Anfangsstadium stimuliert. 
Es ist wohl moéglich, daB die SH-Gruppe in diesem Falle eine Rolle spielt. 





1 Godlewski, 1. c. 

2 Iwanoff, |. ¢. 

8 Zaleski und Notkina, diese Zeitschr. 189, 101, 1927. 
4 Zaleski und Zaleskaja, ebendaselbst 201, 190, 1928. 
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Obwohl unsere Untersuchungen noch nicht zum Ende gefihrt 
sind und zurzeit keinen Anspruch auf die Klarung dieser Frage erheben 
kénnen, ist es dennoch an der Zeit, iiber einige Tatsachen zu berichten, 
die ein gewisses Interesse bieten diirften!. 

Das Mehl der keimfahigen Erbsensamen enthalt eine ansehnliche 
Menge der SH-Gruppe in Form von Glutathion®. Hingegen enthalt 
das Mehl der keimunfihigen Erbsensamen SH-G nur in Spuren. 
Befeuchten wir aber ein solches Meh] mit Wasser und lassen es 20 bis 
30 Minuten lang an der Luft oder im Vakuum bleiben und extrahieren 
dann mit 10°, iger Trichloressigsiurelésung, so finden wir im Filtrat 
eine ansehnliche SH-G-Menge, das sich aus G-S-S-G bildet. Das Mehl 
der guten und keimunfahigen Erbsensamen fiihrt das hinzugefiigte Cystin 
in Cystein tiber, aber das Verhalten der beiden Mehle zum Cystin ist 
verschieden. Das dialysierte Mehl enthalt SH-G nur in Spuren und 
ist unfahig, Cystin in Cystein tiberzufiihren. Weiter besteht ein gewisser 
Zusammenhang zwischen der Keimfahigkeit der Erbsensamen und 
ihrem Gehalt an SH-G. Eine Abnahme der Keimfahigkeit der Erbsen- 
samen zieht eine Verminderung der SH-G-Menge nach sich. Zwar 
laBt sich dieser Parallelismus nicht immer nachweisen, dennoch haben 
wir niemals becbachtet, daB die Erbsensamen, die nur in Spuren SH-G 
enthielten, keimfahig waren. Die Annahme der Beteiligung Ges SH-G 
an der Extragirung kann die Wirkung der Sauren, Kaliumeyanid und 
anderer Stoffe auf diese erklaren. 

Es ist auch méglich, daB der Luftsauerstoff auch zur Bildung 
von antiproteolytisch wirkenden Stoffen verbraucht wird. Es gehen 
in dem Erbsenmehl in der Luft die Prozesse der Stimulation und 
Hemmung der Girung gleichzeitig vor sich. Oftmals geht die Garung 
wihrend einer gewissen Zeit mit einer konstanten Geschwindigkeit 
vor sich, da die obengenannten Faktoren die Waage halten. Wahrend 
der Vorbehandlung des Mehles verschiebt sich das Gleichgewicht 
infolge der fortschreitenden Austrocknung desselben zugunsten des 
stimulierenden Faktors. Je nach der Qualitaét des Mehles verschiebt 
sich das Gleichgewicht friiher oder spater zugunsten des hemmenden 
Faktors. 

In jedem Falle ist die Frage nach dem Charakter der stimulierenden 
Wirkung des Luftsauerstoffs auf die Alkoholgirung des Erbsenmehles 
verwickelt und die Klarung derselben bedarf einer eingehenden Unter- 
suchung. 


1 Diese Daten entnehmen wir aus der noch nicht publizierten Arbeit 
von Zaleski und Mordkin. 
2 Das freie Cystein wurde von uns nicht gefunden. 





Die Blut-tryptasen und eine neue Mikromethode zu ihrer 
Bestimmung. 


Von 
0. Ssokolnikow. 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium der Chemo-Pharmazeutischen 
Fakultaét der zweiten Staatsuniversitat und der ersten Medizinischen Klinik 
der ersten Universitét Moskau.) 


(Eingegangen am 26. Juli 1929.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


In Verfolg ihrer Arbeiten ,,Uber das Wesen der Autolyse‘‘ haben 
O. Steppuhn und seine Mitarbeiter zeigen kénnen, daB die Autolyse 
ein durch verschiedene und gleichzeitig arbeitende Fermente der Organ- 
zelle bedingter ProzeB ist. Das Blut, als eine die Zelle umspiilende 
Flissigkeit, konnte Proteasen aus dreierlei Quellen besitzen: passiv 
ausgewaschene Zellfermente, bei Zerfall dem Blute abgegebene Proteasen 
(Leucocyten insbesondere) und schlieBlich aus dem Darmtraktus 
resorbierte Tryptasen. Tatsachlich haben O. Steppuhn und X. Utkin- 
Liubowzoff' gezeigt, daB durch verschiedene Eingriffe die Serum- 
proteasewerte experimentell verschoben werden kénnen. Es schienen 
diese Beobachtungen zu dem SchluB fiihren zu diirfen, daB der Leuco- 
cytenzerfall eventuell die proteolytische Aktivitét des Plasmas in 
gewissem Grade bedingt, darauf wies auch die Untersuchung von 
L. Utkin-Ljubowzoff? hin, der im Serum Optimalprodukte der Pro- 
teolyse fand, welche mit denjenigen der Leucocyten, von anderen 
Autoren gefundenen, tibereinstimmte. Dieses schloB aber die Méglichkeit 
einer Auswaschung von Zellfermenten nicht aus. Dieses zu entscheiden, 
sollten Versuche mit Schilddriisen - gefiitterten Hunden angestellt 
werden (Ssokolnikow), gleichzeitig begann ich in Gemeinschaft mit 
I. Duré-Delage* Blutproteasenwerte nach der Utkin-Ljubowzoffschen* 
1 Diese Zeitschr. 188, 90, 1927. 
2 Ebendaselbst 188, 103, 1927. 
> Unveréffentlicht. 
* Diese Zeitschr. 169, 100, 1926. 
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Methode an klinischem Material zu bestimmen; wir erwarteten charak- 
teristische Zahlen fiir Pepsinasen und Tryptasen als Widerspiegelung 
von Erkrankungen, die mit Zellzerfall — Leucocyten oder Organ- 
zellen — einhergehen. 

Ich fiihre nur einige Zahlen aus unserem groBen Versuchsmaterial 
an; wie ersichtlich, sind keinerlei SchluBfolgerungen méglich, wodurch 
nicht nur theoretische Betrachtungen, sondern auch praktisch-dia- 
gnostische Méglichkeiten vereitelt werden. 





Tabelle I. 
Tryptase Pepsinase 
Name Diagnose Caseinzerfall Caseinzerfall 
0 0 0 0 
J. Pneumonia cruposa (praemortal) 0,83 * 10,53 
F. Carcinom 25,43 6,25 
Z. Hypernephrom (Lungen) 33,10 0,27 
L. Endocarditis 50,63 5,84 
K. * 21,30 2.41 
B. Sepsis 18,52 0 
V. Lebercirrhose 8,10 2,12 
K. ‘ 9,15 9,62 


Es schien mir notwendig, die Blutproteasenfrage anders anzu- 
packen, sollten Blutfermentwerte als Grundlage theoretischer Be- 
trachtungen dienen kénnen (Herkunft und Bedeutung vor allen Dingen). 
Es war die Méglichkeit in keiner Weise ausgeschlossen, da} man iiber- 
haupt nicht von bestimmten Blutproteasenwerten sprechen kann, 
weil sie einen beweglichen Fakter darstellen, der sich nicht nur als 
Mittelzahl nach schweren Eingriffen verschiebt — nicht sehr bedeutend, 
wie das aus den Versuchen von O. Steppuhn und X. Utkin-Liubowzoff 
(l.c.) hervorgeht —, sondern eine eigene Dynamik im Verlauf physio- 
logischer Prozesse besitzt. Diese Dynamik kénnte kaum als LHinzel- 
erscheinung betrachtet werden, sondern Begleiterscheinung von anderen 
Verschiebungen im intermediaren Stoffwechse!, d. h. als T'eilerscheinung 
eines Gesamtprozesses. Die Aufdeckung auch nur eines Teiles dieser 
Gesamtheit kénnte auch die Frage iiber Herkunft und Bedeutung der 
Zellproteasen férdern. 

Die ,,experimentelle Verschiebung” (O. Steppuhn) kénnte eventuell 
auf ganz geringe physiologische Reize hin beobachtet werden, jedoch 
nur unter Bedingung einer Méglichkeit, eine Proteasenkurve auf einen 
Reiz hin aufbauen zu kénnen. Dafiir war aber die sehr elegante Makro- 
methode von L. und X. Utkin-Ljubowzoff (|. c.) ungeeignet, es muBte 
nach einer Mikromethode gefahndet werden. Schon die erwihnten 
Autoren wiesen darauf hin, da8 zur Messung von Blutproteasen nicht 
die Autolyse verwendet werden kann, und zwar weder des Serums 





416 O. Ssokolnikow: 


(Inkonstanz des Substrats) noch des Gesamtblutes (Mischvorgany 
von Zell- und Serumautolyse). Es schien mir am _ vorteilhaftesten 
von der Utkin-Ljubowzoffschen Methode auszugehen (also Ferment 
adsorption an Casein und Proteolyse bei einem bestimmten py) und si: 
zu einem Mikroverfahren umzugestalten. 

Meine Arbeitsart gestaltet sich im einzelnen folgendermaben. 


Methodik. 

Aus der Fingerbeere werden mit einer Mikropipette 0,1 cem Blut ent 
nommen und in ein Zentrifugenglaschen geblasen, wo sich 5cem einer 
2°,igen Lésung von kristallinischem NaH, PO, befinden. Zentrifugieren: 
3,5 cem des durchsichtig-klaren Zentrifugats (es diirfen nicht die geringsten 
Spuren einer Hamolyse vorhanden sein) werden in ein anderes Glischen 
iibertragen; hinzugesetzt werden: 0,25ccm einer 1° igen Caseinlésung 
und 0,8cem n Essigsiure (zwecks Herstellung von py = 4,5). 

Das Casein fallt dabei aus. Nochmals zentrifugieren. Die Fliissigkeit 
wird abgegossen und der Niederschlag zweimal mit 3 ccm des 50fach ver- 
diinnten Puffers (py = 4,5) ausgewaschen (mit nachfolgendem Zentri- 
fugieren). 

Danach wird der Niederschlag in lecm einer 0,2°,igen Na,CO,- 
Lésung gelést und 4cem Wasser zugegeben. 

In zwei trockene Reagenzglischen werden je 2 ccm dieser Fliissigkeit 
getan und mit 2cem Puffer (py 7,1) versetzt. In ein drittes Glaschen 
«kommen 0,5ccem, welche mit 12cem Wasser aufgefiillt werden (zur Be- 
stimmung des Gesamt-N 0,75 ccm Wasser). 

In das erste Glaschen wird zwecks einer sofortigen Eiweibfallung 
lecem einer 20°,igen Trichloressigsdurelésung zugesetzt. 

Das zweite Glaischen kommt vorerst fiir 24 Stunden in einen Thermo- 
staten bei 37 bis 40° (zwei Tropfen Toluol zugegeben und mit einem Kork- 
stopfen fest verschlossen). 

Aus jedem Glaschen (aus den beiden ersten nach erfolgter Eiwei6- 
fallung) werden 0,5ccem Fliissigkeit zur N-Bestimmung genommen. 

Die Bestimmung geschieht nach dem etwas modifizierten Verfahren 
von Acél. 

In ein Jenaer Reagenzréhrchen werden 0,5 ccm der zu analysierenden 
Fliissigkeit 0,05 cem konzentrierter Schwefelsiure und zwei Tropfen Per- 
hydro] eingetragen. Zersetzung 2 bis 3 Minuten. Nach Abkiihlung werden 
10cem Wasser zugesetzt, 0,5cem (genau!) einer 33°,igen Natronlauge 
und 0,5cem Nesslers Reagens. Verglichen wird mit NH,Cl-Lésung, von 
der lecm 0,02 mm Stickstoff entspricht. 

Da die Resultate im Verhaltnis des gespaltenen N zum Gesamt-N 
ausgedriickt werden, so ist es nicht nétig, das N in Gewichtseinheiten aus- 
zurechnen. Es geniigt zu wissen, wieviel NH,Cl-Lésung verbraucht werden, 
um die Fliissigkeit im ersten Glaschen auf die Farbentiefe des zweiten 
(nach der Autolyse) zu bringen und wieviel derselben Lésung bendtigt 
wird, um Kontrolle und Gesamt-N-Réhrchen auszugleichen'. 

Das Prozentverhaltnis der ersten Zah! zur zweiten ergibt das gesuchte 
Resultat. 


i Die letzte Zahl wird, wenn in das dritte Glaschen 12 ccm Wasser 
zugesetzt werden, mit 10 multipliziert. 
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Wir fiihren eine kleine Tabelle an, aus der man ersehen kann, dab 
die Zahlen in Parallelversuchen, von verschiedenen Personen ausgefiihrt, 
gut tibereinstimmen. 


Tabelle II. 





Rest-N 













Nr. Mame > Zuwachs Caseinzerfall Differenz 
NH, Cl-Lésung NH, Cl-Lsung : 
1 ff. 1,9 0,18 9.5 0 
2 J. 2,0 0,20 10 “a 
3 E. 2,0 0,23 11,5 16 
4 E. 1,9 0,25 13,1 ad 
5 P. 2,0 0,20 10 
6 P. 2.0 0,22 11 
7 E. 1,9 0,18 9.5 13 
8 E. 2,0 0,16 8 ” 
9 Zz 1,9 0,17 8,9 04 
10 T. 1,8 0,17 9.4 ai 
11 B. 1,9 0,19 10 Li 
12 3 1,5 0,20 11,1 ” 
13 F. 1,2 0,06 5 0 
14 F. 1,1 0,055 5 
15 K. 14 0,20 14,2 04 
16 K. 1,5 0,23 14.6 ’ 
17 Ohne Ferment | ¢2 7 0 — | -- 
18 Ohne Blut {z= 1,4 0 — 
30 “) 
| 
28}-—+- 7 ‘ 
24 — 22 
22+ -—--{ 20} 
Ne | " 
PO A Na 
‘ 4 4 ‘ J 10 bf i aa 
“0051 b2as 3s gsv ys s G5 “0 aS 7 225 3 456 45 5 45 


Abb. 1. Abb. 2. 
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DaB die eingangs begriindete Annahme einer Beweglichkeit de1 
Proteasenwerte auf physiologischen Reiz hin zu Recht besteht, méchte 
man aus den angefiihrten Kurven ersehen. Als physiologischer Reiz 
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Abb. 4. Abb. 5. 


diente eine Eingabe von 100 g Glykose per os. Es wurde danach der 
Verlauf von Zucker, Rest-N und Proteasewerten gemessen. Ich fiihre 
hier nur den Proteasenverlauf an}, aus dem man deutlich ersieht, dab 
der Blutproteasewert keine starre und fiir ein bestimmtes Individuum au 
konstante Zahl darstellt, sondern schon auf geringste Reize hin ver- Ba 
schiebbar ist (Absz. = Zeit in Stunden; Ord. = Caseinzerfall in dir 
Prozenten). Wir werden dariiber berichten, was als Quelle solcher nie 
Proteaseanschiittelungen in Betracht kommt. vol 


1 Alle entsprechenden Kurvenbilder in Verbindung mit klinischer Ein 
Fragestellung sollen an anderem Orte erscheinen. ob 
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Uber die Bedingungen der Verbindung der grauen Substanz 
des Gehirns mit dem Chinin’. 


Von 
P. I. Borissow, Anna Petrunkina und Michail Petrunkin. 


(Aus der Biochemischen Abteilung des Staatlichen Instituts fiir experi- 
mentelle Medizin zu Leningrad und dem Biochemischen Laboratorium des 
Leningrader Medizinischen Instituts.) 

(Eingegangen am 26. Juli 1929.) 

Mit 1 Abbildung im Text. 


Wir haben gezeigt (1,2,3), daB EiweiSstoffe, unter anderen 
auch die EiweiBstoffe des Gehirns, sich mit Alkaloiden und tierischen 
Basen verbinden, und daB die GréBe dieser Verbindung in einem 
direkten Zusammenhang mit der Reaktion des Milieus steht — bei 
niedrigen py ist die Verbindung recht klein oder kommt iiberhaupt nicht 
vor, von dem py 3,5—-3,8 an steigt die gebundene Menge zusammen 
mit dem py. Wir fiihrten unsere friiheren Arbeiten mit denaturierten 
EiweiBstoffen aus, darum schien es uns interessant, klarzustellen, 
ob die Regel von Loeb auch fiir die Falle gilt, wo die EiweiBstoffe nicht 
denaturiert und von anderen Bestandteilen eines Organs oder Organ- 
teilen nicht getrennt sind. Wir nahmen als solches Objekt die graue 
Substanz des menschlichen Gehirns. Wir wihlten sie, weil sie sehr 
reich an Lipoiden ist, welchen man noch jetzt eine ausschlieBliche 
Rolle bei der Alkaloidwirkung auf die Zelle und Gewebe zuschreibt. 

Diese Arbeit hat den Zweck, diese Frage woméglich aufzuklaren. 
Wir benutzten fiir die Versuche die trockene graue Substanz des mensch- 
lichen Gehirns [Petrunkin (2)|]. Bei ihrer Bearbeitung mit Sauren 
und Basen fanden wir, daB sich dabei schwer filtrierbare Gemische 
bilden, darum sollten wir die Ultrafiltration nach Bechhold benutzen 


1 Vorgetragen zu Leningrad am 20. April 1929 in der Wissenschaft- 
lichen Konferenz des Staatlichen Instituts fiir experimentelle Medizin und 
am 6. Juni in der Sitzung der Gesellschaft russischer Physiologen durch 
J. M. Setschenow. 
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lg der trockenen, grauen Substanz des Gehirns wurde sorgfaltig mit 
20 cem der Saéure (HCl) oder Base (NaOH) von verschiedener Normalita;: 
gemischt, wobei eine Suspension sich bildete; zu diesem Gemisch fiigt, 
man nach 30 Minuten 20cem einer n/50 Lésung von Chininum mono 
muriaticum zu und mischte wieder sorgfaltig durch. Nach 30 Minute 
wurde wihrend 30 Minuten zentrifugiert, und dann wurde das fliissig: 
Zentrifugat inden Apparat von Bechhold hineingebracht und die Fliissigkeit 
durch ein Papierfilter abgepreBt, das mit einem Gemisch von Kollodium, 
Glycerin und Ac. lacticum impragniert war}. 

Das Chinin wurde im Filtrat bestimmt, wobei die Methodik von Richter 
und Katz benutzt wurde. 

Von den 40 cem des Gemisches von EiweiB, Alkaloid und Saure ode 
Base wurden 27 bis 28ccem abgepreBt. 25cem davon wurden in einem 
Scheidetrichter mit 5cem 15°%iger NaOH und 20cem Chloroform 
15 Minuten geschiittelt, dann setzte man 50ccm Ather zu und schiittelte 
noch 5 Minuten, dann wurde Magnesiumoxyd zugesetzt und alles noch 
sorgfaltig durchgeschiittelt, um das Wasser zu binden. Der chloroform- 
atherische Auszug wurde durch ein Papierfilter in einen Kolben abfiltriert. 
Das Magnesiumhydroxyd im Trichter wurde noch zweimal mit 26 cem 
eines Gemisches von Chloroform und Ather (5 cem Chloroform und 15 cem 
Ather) geschiittelt und in denselben Kolben abfiltriert. Der Auszug wurde 
wieder in einen Scheidetrichter gesammelt, mit 10cem einer n/10 HC! 
gemischt und geschiittelt; die Saure, die Chinin aus der Chloroformither- 

1 Da wir zuerst bei der Bereitung der Filter einigen Schwierigkeiten 
begegneten, so werden wir hier die Methode der Bereitung etwas aus- 
fiihrlicher besprechen. 

Wir benutzten bei unserer Arbeit die Angaben von Eggerth und Schoep, 
wie auch die Vorschrift, die sich bei den Celloidinplatten von Schering 
befindet. Wir arbeiteten auf folgende Weise: Wir schnitten in kleine Stiick- 
chen 6g (auf trockene Substanz berechnet) des Celloidins von Schering, 
die noch 12 bis 13cem Alkohol enthielten, und mischten sie mit 20 g 
Ather und 80g Alkohol; dann wurde dieses Gemisch im Schiittelapparat 
zu einer homogenen Masse geschiittelt. 35 ccm dieser Lésung wurden 
mit 2,5cem Milchséure, 2,5cem Glycerin und 10cem Ather gemischt. 
Das Gemisch wurde energisch durchgeschiittelt und stehengelassen, bis 
alle Luftblaschen verschwanden und die Fliissigkeit ganz klar wurde. 
Man goB 4 bis 5cem der Lésung auf ein nicht sehr hartes Filterpapier 
von Schleicher und Schill, welches sich in einer Petrischale befand, 
und drehte die Schale schnell, um die Fliissigkeit woméglich gleichmaBig 
auf dem Filter zu verteilen. Dann wurde das Filter aus der Schale weg- 
genommen, vertikal gehalten, um die itiberfliissige Lésung von ihm ab- 
tropfen zu lassen, dann wieder gedreht und vorsichtig in eine Schale mit 
destilliertem Wasser gelegt. Es ist notwendig, das Filter einige Zeit unter 
Wasser zu halten, sonst schwimmt es auf, und die obere Schicht wird triibe. 
In dieselbe Schale sammelt man eine ganze Serie von Filtern. Das Wasser 
wird mehrere Male gewechselt, um die Milchséiure und das Glycerin zu 
entfernen. Wenn die Filter mehrere Tage aufbewahrt werden, so soll das 
Wasser zwei- bis dreimal téglich gewechselt werden, sonst entwickeln sich 
Schimmelpilze. Solche Filter lassen keine EiweiSstoffe durch, die Peptone, 
Albumosen und ihnen nahe Produkte gehen durch, da die Biuretprobe 
rosa ist. 
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lésung ausgezogen hatte, wurde vorsichtig abgegossen; dasselbe wurde 
mit noch 10 cem n/10 HCl und dann noch zweimai mit je 10 ccm destillierten 
Wassers wiederholt. 

In dem sauren Auszug titrierte man die freie Salzsaure mit n/10 NaOH; 
als Indikator brauchten wir ein Gemisch von Methylrot und Methylenblau 
(Rupp, Patterson). Die Menge der gebundenen Salzséiure wies auf die 
Menge des gefundenen Chinins. Mit derselben Methode bestimmten wir 
den Titer des Chinins, welches wir in unseren Versuchen benutzten, dabei 
mischten wir 20ccem unserer Chininlésung mit 20 cem der n/10 HCl und 
bestimmten Chinin in 25cem des Gemisches. Die Differenz zwischen 
beiden Bestimmungen um 40/25 multipliziert, gibt die Menge des Chinins, 
welches von 1,0 g der trockenen grauen Substanz gebunden ist. 

Das py, bei welchem die Reaktion zwischen der grauen Substanz und 
dem Chinin stattfand, wurde elektrometrisch mit Chinhydron bestimmt. 
Man sammelte die graue Substanz, die nach dem Zentrifugieren des Ge- 
misches mit Chinin und Saéure oder Base hinterblieb. Diese Reste wurden 
sorgfaltig mit 5cem des bidestillierten Wassers gemischt und fiir einige 
Stunden im Eisschrank aufbewahrt; vor der Bestimmung des py wurde das 
Gemisch bis zur Zimmertemperatur, wo die Bestimmung stattfand, erwarmt. 


Die Versuchsresultate sind in der Tabelle | und Kurve angefiihrt. 


Tabelle 1. | 


Trockene, graue Substanz des Gehirns (auf 1,0g) gebunden Kubik- 
zentimeter der Lésung von Chininum monomuriaticum. 





Mittelwert aus bei Du 
Ee Roe 8 Bestimmungen 0,05 2,23 
n/10 ede? ao et autem 4 © + 0,08 2,86 
n/20 is ira Rs a tt 3 ‘ + 0,19 3,73 
n/35 i. 3 - + 0,48 4,22 
n/50 - 4 m + 0,64 4.45 
n/75 2 x + 0,73 4.95 
n/L00 2 - + 1,04 4,98 
n/90 on 4 “ + 0,99 5.11 
n/100_—S =r», 4 a + 1,12 5,21 
ee es 4 - + 1,20 . 588 
n/10000 , . . 2 . + 1,12 6,00 
n/6250 NaOH + ‘ +- 1,58 6,95 
n/800 ‘ 4 ° + 1,76 6,30 
n/300 e 4 a + 1,60 6,50 
n/160 a 2 M +- 1,68 6.81 


Die Kurve der Chininbindung besitzt einen Stufencharakter und 
wiederholt, mit einigen Abweichungen, unsere friiheren Kurven: die 
Richtung der Kurve ist dieselbe, bei niedrigem py keine oder nichtige 
Bindung, vom px 3 bis 4 beginnt sie zu steigen und erreicht bedeutende 
GréBen bei dem py 6 bis 7. 

Wir schlieBen aus diesem ersten Teile unserer Arbeit, daB die 
Verbindung des Chinins und folglich auch der anderen Alkaloide und 
tierischen Basen mit der grauen Substanz des Gehirns derselben Regel 
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von Loeb folgt, wie die Verbindung dieser und anderer Basen mit den 
Gehirneiweibstoffen. 

Um die Frage zu entscheiden, wie groB in diesem ProzeB der Anteil 
der EiweiBstoffe im Vergleich mit anderen Bestandteilen des Gehirns 
ist, machten wir folgende Versuche: die trockene, graue Substanz des 
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Abb. 1. Die trockene graue Substanz des Gehirns und Chininum monomuriaticum. 


Gehirns wurde bei Zimmertemperatur (18 bis 20° C) mit einem Gemisch 
von Toluol und Alkohol (20 Teile Toluol, 1 Teil Alkohol) woméglich 
vollkkommen entfettet und die Fahigkeit des auf solche Weise vor- 
bereiteten Substrats, Chinin zu binden, wurde bestimmt. Die Methode 
war dieselbe. 

Es erwies sich, daB‘ bei fast denselben pg-GréBen wie in einigen 
der ersten Versuchsserie 1,0 g der entfetteten grauen Substanz mehr 
Chinin bindet als 1,0 g der nicht entfetteten, d.h. mit der Steigerung 
des Prozentgehalts der EiweiBstoffe im Praparat steigt auch die Menge 
des gebundenen Chinins. 

Wir bestimmten den EiweiBgehalt in den Praparaten (Methodik 
siehe Slowtzoff und Georgiewskaja) und fanden, daB die trockene graue 
Substanz, mit welcher wir arbeiteten, 47 °% Eiwei8 enthalt; auf diese 
Weise bindet 1,0 g EiweiB bei px 6,81 3,5 ccm einer n/10 Lésung von 
Chininum monomuriaticum (angenommen, da8B Chinin nur mit EiweiB 
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verbunden ist). Bei py 6,4 erhalt man dieselbe GréBe, 3,5 ccm (Mittel 
aus der VerbindungsgréBe bei py 6,3 und 6,5). 

Die entfettete graue Substanz enthielt 66°, EiweiB und 10g 
dieser Substanz band bei 7,0 1,92 ccm einer m/10 Lésung des 
Chinins, was pro Gramm EiweiB 3,0 ccm derselben Lésung ist: bei 
pu 6,4 ist diese GréBe pro Gramm Eiweif gleich 2,8 cem. 

So ist bei ein und demselben py die Menge des gebundenen Chinins 
fir die entfettete und nicht entfettete graue Substanz nicht gleich 
3.5 und 2.8ccm pro Gramm EiweiB; eine GréBe iibertrifft die andere 
um ein Fiinftel oder 20°,. Was diesen Unterschied bedingt, wissen 
wir nicht. Vielleicht gibt es irgendwelche Stoffe, léslich in Toluol 

Alkohol, welche Chinin binden kénnten, vielleicht auch werden 
die EiweiBstoffe durch die, wenn auch sehr vorsichtige, Bearbeitung 
mit diesen Lésungsmitteln denaturiert und weniger reaktionsfahig. 

Aus diesen Versuchen ziehen wir den SchluB, daB die Eiweibstoffe 
die Hauptrolle bei der Verbindung von Chinin und folglich auch von 
anderen Basen mit der grauen Substanz spielen. 
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Uber den Gehalt der Eileitermuskulatur (yom Schwein) an 
anorganischen Bestandteilen und iiber dessen physiologische 
Schwankungen'. 


Von 


F. Kok und W. Bergmann. 
(Aus der Universitaéts-Frauenklinik, Halle a. d. S.). 
(Eingegangen am 26. Juli 1929.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Beim Saugetier und Menschen lauft die Eileiterperistaltik nicht 
einfach automatisch, immer gleichmaBig, ab, sondern nach den zahlreich 
vorliegenden Beobachtungen der letzten Jahre handelt es sich da um 
einen biologischen Vorgang, der unter anderen den wechselnden Ein- 
fliissen seitens des Nerven- und des innersekretorischen Systems weit- 
gehendst unterliegt®. Am auffallendsten ist zweifellos die Abhingigkeit 
vom Ovarium, wie sie am lebenden Tiere zuerst von Westman? einwandfrei 
nachgewiesen werden konnte. Aber nach deutlicher — jedenfalls in 
einer der objektiven Beurteilung besser zuginglichen Weise — tritt 
der ovarielle EinfluB zutage an den FunktionsiuBerungen des iiber- 
lebenden Organes. Nicht nur sind Starke und Frequenz der Spontan- 
bewegungen zu den verschiedenen Zeiten des ovariellen Zyklus ver- 
schieden, sondern es kommt auch zu einer Umkehr der Adrenalinwirkung 
an der Tubenmuskulatur im Verlaufe einer Ovulationsperiode (Kok). 
DaB diese seltsamen, einem periodischen Wechsel unterworfenen 
FunktionsauBerungen der Tube fiir den normalen Ablauf des Eitransports 
von gewisser Bedeutung sind, ist anzunehmen. 

Einen tieferen Einblick in dieses physiologische Geschehen zu 
erhalten, ist nun sehr wiinschenswert ; denn dadurch wiirde man vielleicht 


1 Die Untersuchungen wurden mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft 
der Deutschen Wissenschaft ausgefiihrt, wofiir ihr auch hier der beste 
Dank ausgesprochen sei. 

2 F. Kok, Klin. Wochenschr. 1925, Nr. 32; Arch. f. Gyn. 127, 384, 1926; 
Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 56, 477, 1927. 

3 A. Westman, Acta obstet. et gynecol. Skandinav. 5, Heft 3, 1926. 
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auch der Frage nach den Ursachen der weiblichen Sterilitat und der 
Eileiterschwangerschaft naher kommen, soweit diese pathologischen 
Zustinde nicht anatomisch bedingt sind, sondern ihre Ursache in 
bislang noch unbekannten funktionellen Stérungen, in einem Versagen 
der Eileitermuskulatur, haben. 


Nach friiheren Untersuchungen von Kok! ist die ionale Zusammen- 
setzung der Umspiilungsfliissigkeit von sehr wesentlicher Bedeutung 
fiir das biologische Verhalten des itiberlebenden Tubenpraparates; 
durch Abinderung der normalen Ionenmischung, z. B. durch Ver- 
gréBerung und Verkleinerung des Ca/K-Quotienten, in der Ringerlésung 
|aBt sich nicht nur eine Anderung des Tonus, sondern auch der spontanen 
rhythmischen Kontraktionen erzeugen. 


Von anderen glattmuskeligen Organen ist solches ja schon seit langem 
bekannt (A. K. E. Schmidt®, Turolt*, Merdler*, Heymann*); nach Turolt 
kann es durch eine solche lonenverschiebung selbst zu einer Umkehr der 
Adrenalinwirkung an dem iiberlebenden Uterus kommen. Nach Heyn und 
Haase®, Kudlum und McDonald’? gibt es in der Tat solche Elektrolyt- 
schwankungen im Blute, und zwar bestehen da Beziehungen zu der 
wechselnden Ovarienfunktion. Die Studien iiber den Blutkalkgehalt 
sprechen dafiir. Ein besonderer innersekretorischer EinfluB, wohl von 
seiten des Ovariums, mu dabei aber mit im Spiele sein; denn kiinmstlich 
14Bt sich der Blutkalkspiegel nicht so einfach beeinflussen, héchstens ganz 
voribergehend durch Kalkzufuhr in sehr groBen Mengen nes und 
Heubner*). Uberhaupt sind die bisher beobachteten Unterschiede im Blut- 
kalkgehalt im lebenden Organismus auch nur sehr gering im Vergleich 
zu den Unterschieden, die fiir die genannten physiologischen Experimente 
gewahlt worden sind. Hinzu kommt noch, worauf besonders Kochmann und 
de Veer® sowie Lowe mit Recht hinweisen, daB diese experimentellen Unter- 
suchungen tiber die Uterusbewegungen aus dem Grunde nur unsichere 
Schliisse iiber die Rolle der einzelnen Ionen zulassen, weil bei den Priifungen 
der Ionenmischungen Stérungen dystonischer Art bisher nicht geniigend 
ausgeschaltet worden sind. Aus den gleichen Griinden miissen auch die 
Untersuchungen an der Tube in exakterer Weise iiberpriift werden. 


Aber nach den heute herrschenden Ans:hauungen spielf fiir den 
Wirkungseffekt nervéser, hormonaler und pharmakoldgischer Reize 


= 


F. Kok, Monatsschr. f. Geb. u. Gyn. 76, 32, 1927; Zentralbl. f. Gyn. 
1929, S. 26. 
A. K. E. Schmidt, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 89, 144, 1921. 
M. Turolt, Arch. f. Gyn. 115, 600, 1922. 
C. Merdler, Zentralbl. f. Gyn. 1923, S. 1824. 
W. Heymann, Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 210, 187, 1925. 
A. Heyn und K. Haase, Arch. f. Gyn. 126, 646, 1925. 
S. D. Kudlum und E. Mc Donald, Surg., gyn. and obstetr. 1925 Nov. 
(zitiert nach Zentralbl. f. Gyn. 1926, 8. 1807). 

8 P. Rona und W. Heubner, diese Zeitschr. 98, 353, 1919. 

® M. Kochmann und A. de Veer, Klin. Wochenschr. 1928, 8S. 1560. 

10 S. Lowe, Handb. d. norm. u. pathol. Physiol. 14, 1. Teil, 501, 1926. 
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nicht allein die Zusammensetzung der Umgebungsfliissigkeit bzw. des 
Blutes eine Rolle, sondern von Bedeutung ist ebenso der Zustand de: 
vegetativen Organes selbst. 


Da8B nun irgendwelche Vorginge in dem Erfolgsorgan sich ab 
spielen miissen, dafiir sprechen auch unbedingt die bisherigen Er 
fahrungen mit der Tubenmuskulatur (Kok); und zwar tragt die Tuben 
muskulatur, wie nach Léwe die Uterusmuskulatur, ,,die Bedingungen 
der zyklisch veranderten Leistung in sich selber**, da das je nach dem 
Zustande der Eireife verschiedene funktionelle Verhalten der Tube 
nach den Versuchen am tiberlebenden Organ, also unerreichbar fiir 
neue unkontrollierbare hormonale und nervése Einfliisse von auSen, 
auch bei stets gleichem Ionenmedium und sonst gleichen Versuchs- 
bedingungen bestehen bleibt. Es muB also in irgend einer bedeutungs- 
vollen Weise an der Muskulatur eine wahrscheinlich hormonal bedingte. 
periodisch wechselnde Substanzverinderung im lebenden Organismus 
vor sich gegangen sein. 

Der Weg, auf dem die Hormone wirken, ist uns jedoch noch ebenso 
unbekannt wie die genaueren Formen der zyklischen Veranderungen 
an der Tubenmuskulatur. Da letzten Endes physikalisch-chemische 
Zustandsinderungen dabei eine Rolle spielen, hat eine groBe Wahr- 
scheinlichkeit fiir sich; mit ihnen sind auch die Tonusschwankungen 
und Wachstumsveranderungen wahrend eines Brunstganges eng ver- 
bunden, welch letztere Léwe auf Grund der Untersuchungen von Allen 
und Doisy an der Uterusmuskulatur so sehr in den Vordergrund stellt. 
Wir konnten also als méglich annehmen, da8 eine mit der zyklisch 
wechselnden Ovarienfunktion im Zusammenhang stehende Anderung 
des Elektrolytgehaltes des Tubenmuskels selbst vorhanden ist, und dab 
diese, wenigstens zu einem gewissen Teil, fiir die zutage tretenden 
Funktionsunterschiede verantwortlich zu machen ist. 


Die nachfolgenden Untersuchungen wurden deshalb hauptsachlich 
angestellt, um festzustellen, ob in der Tat wihrend eines Brunstganges 
in der anorganischen Zusammensetzung der Tubenmuskulatur sich 
Schwankungen nachweisen lassen. 


Versuchsanordnung. 
Versuchsmaterial. 


In Erginzung zu den bisherigen physiologisch-pharmakologischen 
Reihenversuchen von Kok wurden die nachfolgenden chemischen Analysen 
auch an Eileitern von Schweinen angestellt, und zwar wurde das Verhaltnis 
von Trockensubstanz zu Wasser festgestellt und der Gehalt an Asche, sowie 
an Kalium, Natrium, Calcium, Magnesium, Phosphor, Schwefel, Chlor 
und auBerdem von Stickstoff zu den verschiedenen Zeiten des ovariellen 
Zyklus quantitativ bestimmt. 
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Aus dem ovariellen Zyklus wurden zundchst! drei Phasen heraus- 
gegriffen, die nach experimentellen Untersuchungen von Kok sich als 
besonders bedeutungsvoll fiir den Vergleich herausgestellt hatten. Zu 
ihnen gehért erstens die Zeit unmittelbar nach dem _ Follikelsprung 
(= Stadium 1 der Arbeit von Kok und Seel*) und im Gegensatz dazu die 
Zeit etwa aus der Mitte zwischen zwei Ostren, die Interéstrusperiode oder 
das Ende des Corpus-luteum-Stadiums (= Stadium 5). Schlie8lich wurde 
noch als Ubergangsphase etwa der dritte bis vierte Tag nach dem Follikel- 
sprung (= Stadium 2/3) gewahlt. Die Auswahl wurde besonders kritisch 
vorgenommen und es wurden nur ganz frische Tuben von gesunden, an- 
nahernd gleich alten Schweinen verarbeitet. 


Einwandfreies Frischmaterial aus den einzelnen Brunstphasen in 
geniigender Menge zu beschafien, war allerdings auBerst miihevoll*. Die 
Menge der Muskelsubstanz einzelner oder weniger Tubenpaare ist namlich 
zu gering, um fiir zwei Untersuchungsreihen und, wenn nétig (bei unter- 
schiedlichen Ergebnissen), fiir noch mehrere Nachuntersuchungen auszu- 
reichen. Die Frischsubstanz von beiden Tuben eines ausgewachsenen 
Schweines betragt durchschnittlich 4 bis 6 g; diese geben etwa 0,8 bis 1,0 g 
Trockensubstanz, von der nach Zerstéren der organischen Substanz nur 
0,04 bis 0,06 g Asche zuriickbleiben. Als notwendige Mindestmenge fiir 
nur eine doppelte Untersuchungsreihe kommen jedoch etwa 5,0 g Trocken- 
substanz in Betracht. Es wurde deshalb das im Laufe der Zeit gesammelte 
Material (von 20 bis 30 Tuben jeden Stadiums) nach Trocknung und 
Pulverisierung je nach der Ovulationsphase zusammengetan, und dieses 
Sammelmaterial wurde dann zur Analyse verwendet. / 


Untersuchungsmethodik. 


Es konnten fiir unsere Untersuchungen nur Mikromethoden in Frage 
kommen. Diese wurden zuvor in ausgedehntestem Mae an eingestellten, 
sehr schwachen Lésungen von uns durchgeiibt, vor allem auch um fest- 
zustellen, mit welchen Fehlergrenzen bei den einzelnen Analysen zu rechnen 
ist. Es ergab sich, daB die Werte von Stickstoff, Chlor, Schwefel, desgleichen 
von Kalium, Natrium, Calcium, die gewichts- bzw. maBanalytisch bestimmt 
wurden, sehr genau ermittelt werden konnten (Fehlergrenze unter 2%). 
Auch mit den kolorimetrischen Methoden zur quantitativen Bestimmung 
von Magnesium und Phosphor wurden auffallend tibereinstimmende 
Resultate erzielt. 


Die in frischem: Zustande von den Schleimhautmassen médglichst 
sorgfaltig gesiuberten Tuben wurden sogleich mit Nickelschere zerkleinert 
und nach Wagung im Trockenschrank bei 105° C bis zur Gewichtskonstanz 
(Dauer meist 30 bis 36 Stunden) getrocknet und im Morser zerrieben. Aus 
diesem fein gepulverten Material, das spater vor der eigentlichen Ver- 
wendung nochmals 24 Stunden iiber Schwefelséiure getrocknet wurde, 


1 Mit weiteren ausfiihrlicheren Untersuchungen sind wir zurzeit noch 
beschaftigt. 

2 F. Kok und H. Seel, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 145, 1 (im Druck). 

3 Vor allem muBte viel Zeit und Geduld aufgewendet werden, um 
die notwendige Anzahl von Tuben aus dem fiir unsere Untersuchungen 
gerade sehr wichtigen Brunststadium zu erhalten, da vorschriftsgemaB 
zur Zeit der Brunst Schweine nicht zur Schlachtung kommen sollen. 
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wurden die Stickstoffanalysen und nach Zerstérung der organischen Stof: 
die tibrigen Analysen ausgefiihrt. 

Als Veraschungsmethode diente die nach Stolte!; aus dieser Asch, 
wurden Kalium, Natrium, Calcium, Magnesium und Phosphor bestimmt. 
Wegen der leichten Fliichtigkeit mancher organischen Schwefel- und Chlo: 
verbindungen wurde entsprechend dem Vorgehen von Kochmann und 
Krier zur Bestimmung dieser beiden Metalloide die Veraschung nach 
Pringsheim gewahlt. Im iibrigen kann hier auf die Beschreibung der weiteren, 
von uns verwendeten Analysenmethoden verzichtet werden, da sie di 
gleichen sind, wie sie auch von den eben genannten Autoren bei ihren Uterus 
untersuchungen angewendet worden sind (siehe Kochmann und Kriiger?). 


Untersuchungsergebnisse. 
Bewertung der Ergebnisse und allgemeine Ubersicht. 

In der Tabelle I sind nun die einzelnen Ergebnisse samtlicher 
durchgefiihrten Analysen aufgenommen worden, vom _ Stickstoff 
(Spalte 4) bis zum Chlor (Spalte 12) alle Werte in Prozenten, bezogen 
auf 100g Trockensubstanz. Es zeigt sich da, daB in den einzelnen 
Rubriken teilweise doch etwas gréBere Schwankungen in den Einzel- 
ergebnissen bei der Analyse ein und derselben Masse bestehen, als aus 
den Vorversuchen hatte erwartet werden diirfen. Aber dieser Unter- 
schied ist leicht erklarlich, da bei der pulverisierten Ausgangssubstanz 
die Mischung der Einzelbestandteile nicht mit so groBer Feinheit 
erreicht werden kann. 

Nichtsdestoweniger sind die Zahlen doch so gut tibereinstimmend, 
da8B mindestens ihre jeweiligen Durchschnittswerte sehr wohl zu ver- 
wenden sind, vor allem fiir den Vergleich mit den entsprechenden 
derselben Bestimmung aus der Substanz von einem anderen Zeitpunkt 
des Ovulationszyklus. Hdéchstens weicht die eine Zah] beim Kalium 
(Spalte 6) aus dem Interéstrusstadium erheblicher von den tibrigen 
Zahlen ab, so daB dadurch der sowieso sehr extreme Mittelwert dieser 
Rubrik allerdings etwas abgeschwiacht wird. 

Diese fiir die einzelnen Rubriken der Tabelle I sich ergebenden 
Durchschnittswerte sind nun in der nachfolgenden Tabelle II zu- 
sammengestellt, deren letzte Reihe dann noch das Mittel aus den so 
gewonnenen Zahlen einer jeden Spalte enthalt. 

Die Mengenunterschiede an den einzelnen Substanzen zu den 
verschiedenen Zeiten einer Ovulationsperiode sind nach dieser Tabelle 
aber zum Teil sehr groB, so daB man von einem eigentlichen, fiir alle 
Zeiten giiltigen, wenn auch nur mittleren Normalgehalt der Tuben- 
muskulatur kaum sprechen kann. Zu Vergleichszwecken diirfen somit 


1 K. Stolte, diese Zeitschr. 85, 104, 1911. 
2 M. Kochmann und R. Kriiger, ebendaselbst 178, 60, 1926. 
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auch die zuletzt errechneten Mittelzahlen nur mit einiger Vorsicht 
herangezogen werden. Weiterhin l4Bt sich aus der Tabelle auch ohne 
weiteres erkennen, daB bei der Tubenmuskulatur — wie es in der 
Literatur wohl vielfach, vor allem beziiglich des Verhaltnisses von K : Na 
und Ca: Mg bei anderen Muskeln und Organen und bei den Blutkérperchen 
geschehen ist (Costantino!, Abderhalden® u. a.) — von einem konstanten 
Mengenverhaltnis der verschiedenen Mineralien untereinander nicht 
die Rede sein kann, da diese ja unter sich nicht in gleicher Weise zu- 
und abnehmen. Das Kalium wurde jedoch gegeniiber dem Natrium 
stets vermehrt gefunden; es ist das Verhaltnis K: Na wihrend der 
Brunst 1,8: 1 und steigt bis zum Corpus luteum-Stadium auf 2,4: 1. 
Die Analysen lieferten fiir das Calcium und Magnesium annahernd 
gleiche Werte; lediglich zur Zeit des Follikelsprungs andert sich aber 
das Verhaltnis erheblich zugunsten des Calciums (Ca: Mg = 1,9: 1). 


Vergleich der anorganischen Zusammensetzung des LEileitermuskels vom 
Schwein mit der anderer Muskelarten. 


Analysen von der Tubenmuskulatur fehlen bisher noch ganz, so dab 
es ein eigentliches Vergleichsmaterial fiir unsere Ergebnisse nicht gibt. 
Uberhaupt ist eigentlich die glatte Muskulatur in dieser Hinsicht recht 
wenig beriicksichtigt worden, im Gegensatz zur Skelettmuskulatur, mit 
deren Studium, vor allem auch mit dem ihrer anorganischen Bestandteile, 
sich die physiologische Chemie schon seit Berzelius und Liebig immer 
sehr intensiv befaBt hat (siehe z. B. bei Katz*). Einige vergleichende Aaltere 
Untersuchungen liegen vor, besonders iiber den Kalium- und Natriumgehalt 
(unter anderen von Schlossberger*, Lehmann®, v. Gorup-Besanez*), in denen die 
Frage behandelt wurde, ob ebenso, wie ein anatomischer und physiologischer 
Unterschied, auch ein chemischer Unterschied zwischen dem quergestreiften 
und dem ,,organischen‘‘ Muskel besteht. Erst eine gréSere Anzahl exakt 
durchgefiihrter Bestimmungen aus neuerer Zeit (z. B. H. Schulz’, Magnus- 
Levy*, Costantino®, Lederer und Stolte, v. Winiwarter™, Rona und Heubner??, 


1 A. Costantino, diese Zeitschr. 37, 52, 1911. 

2 E. Abderhalden, nach H. Aron und R. Gralka, Handb. d. Biochem. d. 
Mensch. u. d. Tiere von Oppenheimer, II. Aufl., 1, 28, 1924 (mehrfache 
Literaturstellen). 

3 J. Katz, Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 68, 1, 1896. 

4 J. E. SchloBberger, Allg. u. vergl. Thier-Chemie 2, 256, 1856. 

5 C.G. Lehmann, nach Handb. d. organ. Chem. von L. Gmelin 5, 
479 ff., 1858. 

° E. F.v. Gorup-Besanez, Lehrb. d. physiol. Chem. IV. Aufl., S. 689, 
1878. 


? H. Schulz, Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 54, 555, 1893 ; 56, 203, 1894. 
8 A. Magnus-Levy, diese Zeitschr. 24, 363, 1910. 

* A. Costantino, ebendaselbst 87, 52, 1911; 48, 165, 1912. 

10 R. Lederer und K. Stolte, ebendaselbst 85, 108, 1911. 

1 A. v. Winiwarter, Arch. f. Gynt. 100, 530, 1913. 

1: P, Rona und W. Heubner, a. a. O. 
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Saiki!, Kochmann und Kriiger*) diirften uns ein Bild von der quanti- 
tativen anorganischen Zusammensetzung der verschiedenartigsten glatten 
Muskulatur einigermaBen geben. Zum Teil sind die Ergebnisse dieser 
Untersuchungen durch O. Fiirth* sowie auch durch Kochmann* iiber- 
sichtlich tabellarisch zusammengestellt. 

Es geht aus diesen Untersuchungen jedenfalls hervor, daB ebenso wie 
die glatte und quergestreifte Muskulatur ein grundsatzlich verschiedenes 
Substrat darstellen, auch glatte Muskulatur und glatte Muskulatur, soweit 
sie von verschiedenen Individuen, von Individuen verschiedenen Lebens- 
alters (Aron)*, und vor allem auch von verschiedenen Organen stammen, 
nicht ohne weiteres einander gleichgestellt werden kénnen. 

Weitgehende Vergleiche unserer Analysenwerte von der Schweine- 
tube mit den in der Literatur vorliegenden von den verschiedensten 
Muskeln des Menschen und der verschiedenartigsten Tiere anzustellen, 
erscheint uns somit vorerst zwecklos. Hier diirfte héchstens die Gegen- 
iiberstellung unserer Werte mit denen, die bislang an der glatten 
Muskulatur und auch der quergestreiften Muskulatur desselben Tieres 
gefunden worden sind, von gewissem allgemeinen Interesse sein; dann 
auch, wegen des nahen verwandtschaftlichen Verhaltnisses zwischen 
Tube und Uterus, eine Gegeniiberstellung mit den Werten, die vom 
Uterus, wenngleich auch von dem des Menschen, von Koohmann und 
Kriiger gewonnen worden sind. In der nachfolgenden Tabelle III ist 
nun diese Gegeniiberstellung erfolgt; dabei sind die Zahlen der zweiten 
Zeile (Untersuchungen von Saiki und Costantino) der Ubersichtstabelle 
von O. Fiirth entnommen, von uns umgerechnet auf den auf Trocken- 
substanz bezogenen Prozentgehalt. 


Diese Tabelle III zeigt zunachst die teilweise ganz auffallend 
starke Verschiedenheit in dem Gehalt der verschiedenen glatten 
Muskulatur ein und desselben Tieres an den mineralischen Bestand- 
teilen; am auffallendsten ist da zweifellos der enorme Unterschied in 
dem Gehalt an Calcium, von dem sich in der Muskelsubstanz’ von 
Blase und Magen die vierfache Menge vorfindet wie in der Tuben- 
muskulatur. Auch das Natrium ist in letzterer bedeutend vermindert. 
Umgekehrt dagegen zeigt sich in ihrer Asche eine zum Teil auf das 
Doppelte erhéhte Menge an Magnesium, Schwefel und Chlor. Die 
quergestreifte Muskulatur zeichnet sich gegeniiber der glatten, ins- 


1 T. Saiki, nach O. Fiirth in Handb. d. Biochem. d. Mensch. u. d. Tiere 
von Oppenheimer, II. Aufl., 4, 337, 1925. 

2 M..Kochmann und R. Kriiger, a. a. O. 

3 O. Fiirth, Handb. d. Biochem. d. Mensch. u. d. Tiere von Oppen- 
heimer, II. Aufl., 4, 338, 1925. 

4 M. Kochmann, Handb. d. biolog. Arbeitsmethod. von E. Abderhalden, 
Abt. V, Teil 5A, S. 843, 1929. 

5 H. Aron, Handb. d. Biochem. d. Mensch. u. d. Tiere von Oppen- 
heimer, II. Aufl., 7, 152, 1927. 
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besondere gegeniiber der Eileitermuskulatur, vor allem durch den 
Reichtum an Magnesium und Phosphor und durch den geringen Kalium- 
gehalt aus. Des weiteren aber werden durch die in der Tabelle III 
enthaltenen Vergleichszahlen die Behauptungen Costantinos bestatigt, 
daB ,,die glatten Muskeln reicher an Wasser sind als die quergestreiften*, 
und beziiglich des Chlorgehalts, daB dieser ,.am gréBten ist‘: ,,in den 
glatten Muskeln der Saugetiere, wahrend der Chlorgehalt der quer- 
gestreiften Muskulatur viel geringer ist‘. 

Aus dem Vergleich unserer Daten aber mit den Zahlen der letzten 
Reihe ergibt sich ein wahrscheinlich wohl besonders beachtenswerter 
Unterschied, der vielleicht weniger auf die Verschiedenheit der Organe 
als der Organtrager zu beziehen ist. Gegeniiber der Schweinetube 
zeigt namlich der Uterus des Menschen einen um fast das Dreifache 
erhéhten Calciumgehalt, desgleichen einen stark vermehrten Magnesium- 
gehalt, wahrend der Prozentsatz des Kaliums nur etwa die Halfte von 
dem bei dem Eileiter des Schweines betragt. Der in der Tabelle III 
auch noch stark in die Augen springende groBe Unterschied in der 
prozentualen Phosphormenge bei diesen beiden Organen (beim mensch- 
lichen Uterus geringer) ist nicht konstant, sondern andert sich mit 
den Eireifungsvorgingen am Ovarium (s. Tabelle II). 


Die zyklischen Schwankungen in dem Mineralgehalt des Lileitermuskels. 


Uberhaupt zeitigt die Tabelle II fiir die uns besonders interessierende 
Frage, ob gleichzeitig mit den nachgewiesenen zyklisch verschiedenen 
FunktionsiuBerungen der Tubenmuskulatur auch in deren Mineral- 
gehalt Veranderungen vorkommen; ein recht deutliches Ergebnis; 
denn es ergibt sich aus ihr, da8 in der Tat zu den angefihrten drei 
verschiedenen Geschlechtsphasen darin teilweise sehr betrachtliche 
Verschiedenheiten bestehen. 

Es liegt nun allerdings sehr nahe anzunehmen, dab diese Ver- 
schiedenheiten nicht durch eine eigentliche Substanzverinderung 
begriindet sind, sondern daB sie auf einer zu den verschiedenen Zeiten 
des ovariellen Zyklus verschieden starken Durchblutung beruhen. Das 
letztere ist zum Teil vielleicht wirklich der Fall; denn die ganzen Ge- 
schlechtsorgane, auch die Tuben, sind zur Zeit des Follikelsprunges 
und noch tagelang hinterher hyperamisch und haben ein deutlich 
zyanotisches Aussehen, so auch noch am dritten und vierten Tage, 
aus welcher Zeit das Untersuchungsmaterial der zweiten Untersuchungs- 


reihe stammt. Daf aber die teilweise sehr erheblichen Unterschiede der 


Mineralien sich einfach lediglich auf eine verschieden starke Durch- 
blutung beziehen lassen, dieser Einwand 1aBt sich leicht durch den 
Vergleich der Spalte 2 und 3 widerlegen. Das Verhaltnis von Trocken- 
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substanz zu Wasser bleibt namlich in allen Phasen so ziemlich gleich; 
der Wassergehalt ist allerdings, wie anzunehmen, im Corpus-luteum- 
Stadium am geringsten (81,04 g-°%, des Frischgewichts), aber seine 
gréBte Zunahme auf 82,62 g-°,, macht noch nicht 2°, aus. 
Ebensowenig kann die Ursache in einem vielleicht zufallig ver- 
schiedenen EiweiSgehalt, in einem Mehr oder Weniger dieser eigentlichen 
Grundsubstanz der Muskulatur liegen. Es zeigen sich ebenfalls nur 
verhaltnismaBig ‘geringe, woméglich sogar noch innerhalb der Fehler- 
grenzen liegende Schwankungen in der Stickstoffmenge, die keinesfalls 
mit den groBen quantitativen Unterschieden, die sich bei den iibrigen 
anorganischen Substanzen finden, in Einklang zu bringen sind. 


Dennoch aber erscheint vielleicht der Umstand bemerkenswert, daB, 
wenn die Schwankungen im Eiweibgehalt auch nur aéuBerst gering sind, 
diese doch ein auffallendes Parallelgehen mit den quantitativen Ver- 
anderungen im Wassergehalt darbieten; die prozentuale Stickstoffmenge 
steigt mit dem Wassergehalt und fallt mit diesem. Méglicherweise besteht 
hier also eine ursaéchliche Beziehung. 


Die zum Teil gewaltigen Schwankungen in dem Mineralgehalt, 
die die Tube wahrend eines Ovulationsganges aufweist, miissen also 
hier gewissermaBen als ein Vorgang fiir sich angesehen werden. Be- 
trachtet man nun zunichst die Verainderungen der Gesamtasche 
(Spalte 5 der Tabelle II), so erscheint allerdings der Unterschied in 
den Mengenverhaltnissen zu den drei verschiedenen Geschlechtsphasen 
nicht sehr bedeutend; die gréBte Differenz betragt nur 7°. Dabei 
sind die Werte aber am héchsten genau zur Zeit des Follikelsprungs, 
am niedrigsten im Interéstrus. 


Es besteht also, wie aus dem Vergleich der Spalte 5 mit den Spalten 3 
und 4 ersichtlich, in dem prozentualen Auf und Ab der Aschenmenge mit 
dem des Wassergehalts und des Stickstoffs kein eindeutiger zeitlicher 
Zusammenhang. Dagegen fiel uns bei unseren Untersuchungen doch auf, 
da8B dann, wenn die Aschenwerte hoch befunden wurden, auch die Mehrzahl 
der nachfolgend bestimmten Einzelbestandteile héhere Werte ergaben 
und umgekehrt. Bei Betrachtung der in der Tabelle II zusammengestellten 
Durchschnittszahlen ergibt sich somit auch, daB die Summe der Prozent- 
sitze, in denen die einzelnen Mineralien jeweils zu den verschiedenen Zeiten 
des Geschlechtszyklus vorhanden sind, ebenfalls gleichsinnig mit dem 
betreffenden Aschenwert sich héher oder niedriger stellt, wenn auch nicht 
in dem gleichen AusmaB. Dieses letztere ist ja sehr erklarlich. Es ist doch 
einerseits zu bedenken, daB nach der Stolteschen Methode der Veraschung 
nicht alle anorganischen Bestandteile erfaBt werden, sondern da®, wie 
erwahnt, manche fliichtigen anorganischen Verbindungen in Verlust ge- 
raten. Andererseits geben die von uns analysierten und in Spalte 6 bis 12 
aufgezihlten Mineralien auch nur eine Auswahl des Mineralbestandes wieder, 
und es ist anzunehmen, da ebenfalls andere, nicht genannte Mineralien 
in gleicher Weise mehr oder weniger ahnlichen zyklischen Anderungen 
unterworfen sind wie jene. Es mu8 somit bei solchen allgemeinen Quan 
titaitsschwankungen eine gewisse Verschiebung in dem Verhialtnis de 
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Gesamtheit der analysierten Mineralien zu dem jeweils bestimmten Gesamt - 
aschengehalt entstehen. 

Die Gesamtasche wie auch die Gesamtmenge der von uns be- 
stimmten Aschebestandteile sind also im Interéstrus am geringsten. 
Dementsprechend zeigt sich (s. Tabelle II), daB auch der Prozentgehalt 
der Trockensubstanz an den einzelnen Mineralien durchweg zu dieser 
Zeit am geringsten ist; hiervon macht, abgesehen von der belanglosen 
kleinen Abweichung des Calciums, lediglich das Magnesium eine Aus- 
nahme. 

Um die GréBe der zyklischen Schwankungen der einzelnen Mineral- 
bestandteile klarer zu erkennen, sind die Unterschiede prozentual 
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Abb. 1. 


erfaBt und in Tabelle IV zusammengestellt. Dabei sind die im 
Interéstrus gefundenen Werte, als die durchschnittlich niedrigsten, 
jeweils als Ausgangswert, als 100°, angesetzt. Zur bildlichen Dar- 
stellung sind aus den so erhaltenen Prozentsatzen und den verschiedenen 
Zeiten des ovariellen Zyklus Kurven gezeichnet (Abb. 1 und 2). Da 
wir die Ursprungswerte aber auf die Trockensubstanz bezogen hatten, 
sind in diese Kurven, um die einzelnen Verschiebungen in dem Gesamt- 
aschebestand zu veranschaulichen, in entsprechender Weise auch die 
Aschenwerte eingetragen. 
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Aus diesen beiden Kurvenbildern tritt ganz deutlich zutage, daf 
die Schwankungen der Gesamtasche nur verhiltnismaBig gering sind 
und daf durch sie sich die ungleich viel staérkeren prozentualen Schwan- 
kungen der einzelnen Aschebestandteile unméglich erkliren lassen, 
ganz abgesehen davon, daB ja auch die zyklischen quantitativen Ver- 
anderungen weder gleichsinnig noch in gleicher Gré8e vor sich gehen. 
Es ergibt sich daraus also, daB die Zusammensetzung der Gesamtasche 
zu den verschiedenen Zeiten des ovariellen Zyklus sehr verschieden sein 
muB. 

Unter den Kationen zeigt das Natrium den héchsten Anstieg 
seiner Kurve. Der Gehalt der Asche an diesem Ion, dem wegen seiner 
absoluten Menge ja bekanntlich fiir die osmotische Konzentration der 
Zell- und Gewebsfliissigkeiten eine besondere Bedeutung zukommt, 
ist zur Zeit des Follikelsprungs gegeniiber dem Interéstrus um gut 
70 °%, erhéht; einige Tage spater ist er aber schon wieder auf etwa 128 °,, 
abgefallen. Gleichzeitig mit dem Natrium erfihrt auch das Kalium 
eine vortibergehende, wenn auch sehr viel geringere Vermehrung (um 
30°). In der Menge des Calciums ist wahrend des Corpus-luteum- 
Stadiums und wahrend des Follikelsprungs ein Unterschied nicht 
festzustellen; jedoch erfolgt am Ende der Brunstperiode ein kleiner, 
aber deutlicher Anstieg. Diese im Vergleich zu den Schwankungen 
der iibrigen Ionen verspitete quantitative Anderung des Calciums war 
uns wohl sehr auffallend; aus diesem Grunde mehrfach vorgenommene 
Kontrollanalysen (s. Tabelle I) bestatigten jedoch diese Tatsache. Ganz 
abweichend verhalt sich das Magnesium. Es ist das einzigste unter 
den von uns bestimmten Mineralien, an dem die Tubenmuskulatur 
gewissermaBen auf dem Héhepunkt der Brunst eine Verminderung, 
und zwar eine recht betrachtliche Verminderung erfahrt. Auf 50°, 
ist jedenfalls der Magnesiumgehalt der Asche zu dieser Zeit gesunken; 
er steigt allerdings alsbald wieder an und erreicht nach unseren Be- 
stimmungen am dritten bis vierten Tage post ovulationem sogar noch 
einen etwas héheren Wert als wahrend des eigentlichen Interéstrus. 

Bei der Betrachtung des zweiten Kurvenbildes fallt die steil nach 
aufwarts gerichtete Kurvenlinie des Phosphors auf. Die prozentuale 
Vermehrung des Phosphors zur Zeit des Follikelsprungs geht sogar 
noch iiber die des Natriums hinaus. Damit hat sie noch nicht einmal 
ihre héchste Hohe erreicht, sondern die Kurve steigt auch dann noch 
von etwa 180 auf 190°, an, um, wie weitere Einzeluntersuchungen 
aus Zwischenstadien ergaben, erst nach Abklingen aller Brunst- 
erscheinungen steil zu den niedrigen Werten des Corpus-luteum-Stadiums 
abzufallen. Ungleich flacher als beim Phosphor ist der Kurvenverlauf 
beim Schwefel und Chlor; an diesen beiden Anionen tritt in der Asche 
nur eine Vermehrung von 24 bzw. 15°, wihrend der Brunst ein, und 
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es kehren die Werte allmahlich wieder zu den Ausgangswerten zuriick. 
SchlieBlich werden auf diesem Kurvenbild noch in graphischer Dar- 
stellung die im Gegensatz zu den genannten Kationen und Anionen 
kaum nennenswerten zyklischen Veranderungen in dem Stickstoff- 
gehalt der Tubenmuskulatur zur Anschauung gebracht. 

Leichtere Schwankungen, die sich bei den Ergebnissen solcher 
Untersuchungen und bei der Verwendung von Durchschnittswerten 
herausstellen, wird man mit Recht mit einer gewissen Vorsicht be- 
trachten miissen und sie trotz der denkbar gréBten Genauigkeit bei 
der Ermittlung als im Bereich der Fehlergrenzen liegend ansehen kénnen. 
Aus den gleichen Griinden sind natiirlich auch die obigen Resultate 
und Kurven nur in groben Umrissen verwendbar. Aber die Einzel- 
untersuchungen, auf denen die den Endergebnissen zugrunde gelegten 
Durchschnittswerte beruhen, sind im allgemeinen so gut iiberein- 
stimmend und die so gefyndenen Unterschiede bei den einzelnen Mi- 
neralien sind in den vorliegenden Untersuchungen zum gréBten Teil 
so ausgesprochen und gewaltig, da Untersuchungsfehler oder 
bedeutungslose Zufalligkeiten ausgeschlossen erscheinen. Wir miissen 
vielmehr als sicher annehmen, daB es sich hier in der Tat/ um nicht 
geringe Verschiebungen in dem Mineralgehalt der Tubenmuskulatur 
handelt und daB diese Verschiebungen mit dem Vorgang der Eireife 
in einem Zusammenhang stehen. Bei den vielen, im wesentlichen noch 
vollig unklaren Beziehungen der einzelnen Ionen zueinander und zu 
der physiologischen Funktion des Organs, also hier der Tube, ist es 
mibig, jetzt schon groBe spekulative Erklarungsméglichkeiten zu geben. 
Wie im einzelnen die Zusammenhange denkbar sein kénnten, ist von Kok 
auf dem Deutschen GynakologenkongreB zu Leipzig (Mai 1929) bereits 


angedeutet worden!. 


Kurze Zusammenfassung. 


Nach friiheren Untersuchungen andert sich Spontanbewegung und 
Reizbarkeit der Eileitermuskulatur physiologischerweise gleichzeitig 
mit den zyklischen Eireifungsvorgingen am Ovarium. Die Ursache 
fiir diese verschiedene Funktion, die zweifellos fiir den normalen Ei- 
transport von Bedeutung ist, kann nicht nur auf einem veranderten 
Nervenreiz oder auf sonstigen auBeren Bedingungen beruhen, sondern 
manches deutet daraufhin, daB in Abhingigkeit von einer wechselnden 
Hormontatigkeit des Ovariums auch an der Muskelsuwhstanz selbst 
zyklische Veranderungen vor sich gehen, die die Verschiedenheit der 
Funktion bedingen. Die Annahme lag nahe, daB es sich dabei um 
physikalisch-chemische Zustandsinderungen handeln kénnte. 


1 Siehe F. Kok, Zentralbl. f. Gyn. 1929, S. 1944. 
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Es wurden deshalb chemische Analysen an Eileitern von Schweinen 
angestellt; und zwar wurde das Verhaltnis von Trockensubstanz zu 
Wassergehalt festgestellt, und der Gehalt an Asche, sowie an Kalium 
Natrium, Calcium, Magnesium, Phosphor, Schwefel, Chlor und Stickstoff 
zu den verschiedenen Zeiten des ovariellen Zyklus quantitativ bestimmt. 
Bislang lagen in der Literatur Analysen der Eileitermuskulatur vom 
Schweine iiberhaupt noch nicht vor. 

Die Untersuchungen haben zunachst ergeben, daB — in Bestatigung 
der Untersuchungen anderer Autoren — glatte Muskulatur und quer- 
gestreifte Muskulatur sich in ihrer anorganischen Zusammensetzung 
sehr wesentlich unterscheiden, daB aber auch groBe Verschiedenheiten 
bestehen zwischen der Muskulatur des Eileiters und der anderer glatt- 
muskeligen Organe desselben Tieres. 

Des weiteren stellte sich die Annahme als richtig heraus, daB8 im 
Verlauf einer Brunstperiode Schwankungen im Mineralgehalt des 
Tubenmuskels bestehen. Es andert sich nicht nur quantitativ die 
Gesamtasche, sondern es gehen vor allem in der Zusammensetzung 
der Asche deutliche Veranderungen vor sich. Es lieBen sich auffallende, 
recht erhebliche Verschiebungen der einzelnen Mineralien untereinander 
nachweisen. 

DaB diese Verinderungen in dem Mineralgehalt der Tuben- 
muskulatur mit dem Vorgang der Eireife in einem Zusammenhang 
stehen, ist anzunehmen. Wie nun aber die Beziehungen zwischen dem 
veranderten Mineralgehalt und den zyklisch verschiedenen Funktions- 
auBerungen der Tubenmuskulatur zu erklaren sind, dariiber 14Bt sich 
vorerst noch kein sicheres Urteil abgeben. 


Herrn Prof. Kochmann méchten wir an dieser Stelle nochmals unseren 
herzlichsten Dank aussprechen fiir die Anregung zu dieser Arbeit und dafiir, 
da8 er uns bei der Durchfiihrung der Untersuchungen stets mit Rat und 
Tat zur Seite stand. 
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Mikromethode zur Bestimmung des freien Cholesterins im Blute. 


Von 
Lydia Tutkewitsch. 


(Aus der Abteilung fiir Pathophysiologie des Staatlichen Psychoneurologi- 
schen Instituts zu Charkow.) 


(Eingegangen am 26. Juli 1927.) 


Gegenwartig gibt es mehrere ganz befriedigende Mikromethoden 
zur Bestimmung des Gesamtcholesterins im Blute, wahrend das freie 
Cholesterin auf indirektem Wege nach Bang aus der Differenz zwischen 
Neutralfett + Cholesterin einerseits und Neutralfett andererseits er- 
mittelt wird. Die Methodik der Neutralfettbestimmung kann den 
Jptersucher nicht befriedigen, da oft enorme Unterschiede in Parallel- 
versuchen gefunden werden; unseres Erachtens sind dieselben haupt- 
sichlich auf die Filtration zu beziehen. Wenn dem so ist, so kann auch 
die Menge des freien Cholesterins nicht genau festgestellt werden. 

Auf Grund dieser Erwaigungen beschlossen wir, eine Methode der 
unmittelbaren Bestimmung des freien Cholesterins auszuarbeiten. Dazu 
muBte die Verbindung zwischen Digitonin und Cholesterin aufgehoben 
und sodann das befreite Cholesterin nach dem Prinzip des Authenriet- 
schen Verfahrens bestimmt werden. Zu diesem Zwecke listen wir eine 
geringe Menge Cholesterin in Petrolather und fiihrten die Untersuchung 
aus, indem die Konzentration der Lésung uns genau bekannt war. 
Mittels einer feinen Pipette brachten wir je 0,1 bis 0,15ccem der erwahnten 
Lésung in mehrere Zentrifugen-Probierglaser (von konischer Form) und 
zur Kontrolle auch in kalibrierte 2,5 ccm fassende Probierglaser. Die 
Kontrollgliser wurden offen gelassen, um den Petrolither vollstandig 
verdampfen zu lassen, wonach der trockene Riickstand mit Chloroform 
versetzt wurde. In die konischen Probiergliser mit der zu untersuchenden 
Cholesterinlésung gossen wir so viel Petrolither, daB die Flissigkeit 
ungefahr 1 ccm betrug; darauf wurden die Probierglaser im Wasser- 
bad erwairmt und das in ihnen enthaltene Cholesterin durch Zusatz 
von etwa 0,lcem einer ¥°%igen alkoholischen Digitoninlésung aus- 
gefallt. Kurz, wir befolgten die Methode, welche Bang zur Bestimmung 
von Neutralfett empfohlen hat. Am folgenden Tage wurden die Probier- 
gliser mit den ausgefallenen Niederschlagen scharf zentrifugiert, worauf 


| 
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der tiberstehende Petrolather dekantiert wurde. Um die vorhandene 
Verbindung Digitonin-Cholesterin zu sprengen, fiigten wir je 0,3 cem 
einer 25°,igen KOH-Lésung in jedes Probierglas und stellten alle 
Probierglaser auf 40 bis 50 Minuten in ein kochendes Wasserbad. Nach- 
dem dieselben abgekiihlt waren, bearbeiteten wir sie nach dem von 
Engelhardt! empfohlenen Verfahren, das zur Bestimmung des Gesamt- 
cholesterins dient, d.h. wir gossen 1,5 cem Chloroform hinzu, setzten 
ausgewittertes zweibasisches phosphorsaures Natrium hinzu, riihrten 
den Inhalt des Probierglases 10 bis 15 Minuten lang mit einem diinnen 
Stabchen um, stellten das Probierglas ins Wasserbad usf. Es ist nur 
darauf hinzuweisen, daB wir das phosphorsaure Natrium nicht abwogen, 
sondern dasselbe mittels einer Feder so lange allmahlich zufiigten, bis 
das homogene Sediment von den Wandungen des Probierglases und 
von dem Stabchen sich abzusondern begann und Neigung zeigte, am 
Boden einen Niederschlag zu bilden. Dann wurden die zu untersuchende 
Flissigkeit und die Kontrollglaser gleichzeitig gepriift. Dabei ist hervor- 
zuheben, da8 das Chloroform, welches abgegossen wurde, vdéllig klar 
war und kein Kérnchen phosphorsaures Natrium enthielt (wie es der 
Fall ist, wenn es in tiberschiissiger Menge vorliegt), wobei eine schéne 
Kolorimetrierung erzielt wurde. 


Wir stellten mehrere Untersuchungen an, die folgendes Ergebnis 
lieferten : 





Probiergliiser mit der zu 
priifenden roe 
Es wurden gefunden | Es wurden gefunden 


Es wurde angewandt Kontrollprobiergliser. | 


Etwa 60mg-% Cholesterinlésung in Petrolather. 


0,2cem der Lésung | 1. 110 mg-% 1. 112 mg-% 
is , a i: , 
015, » ” aa SS aa 
i 2. 72 
Etwa 90mg-% Cholesterinlésung. 
0,1cem der Lésung 1. 86mg-% 1. 85mg-% 
ee ae a ae 
oe ie 
oe ee 
0,2 ” ” ” 1. 171 mg-% 1. 178 
| 2.180 , 2. 175 
3. 172 
Etwa 110 mg-% Cholesterinlésung. 
0,lecem der Lésung | 1. 105 mg-% 1. 104 mg-% 
2.109 , 2.108 , 
015, » » 168, 1. 165 
2. 165 


1 Engelhardt, Journal de Biologie et de Medicine experimentales, 
Moskau i927, Nr. 7. 











auf 


(ir 


ell 
Pe 
Sc 
bi 
0.) 


wi 
T: 


ak 
de 








ene 
em 
ille 
ch- 
ron 
nt- 
ten 
ten 
en 
ur 
en, 
bis 
nd 
4m 
ide 
or- 
lar 
ler 
ne 


1is 


Mikromethode zur Bestimmung des freien Cholesterins. 441 





Probiergliiser mit der zu 
priifenden Lisung 
Es wurden gefunden Es wurden gefunden 


Es wurde angewandt Kontrollprobierglaser. 


Etwa 85mg-% Cholesterinlésung. 


0,1cem der Lésung 1. 90 mg-% 1. 88 mg-% 
2. § - > a... 
= wy 
O02, » ® 165, 1.165 , 
2.168 . 
3. 170 


” 


In den Probierglisern mit der zu priifenden Lisung traten die nimlichen Schwankungen 
auf wie in den Kontrollen. 


Diese Ergebnisse, in denen die Cholesterinmengen in den zu unter- 
suchenden Probierglasern die namlichen Schwankungen aufweisen, wie 
man sie in den Kontrollen sieht, gestatten anzunehmen, dai das Chol- 
esterin sich in toto aus der Verbindung mit Digitonin trennt. Die Schwan- 
kungen entstehen augenscheinlich durch die Unméglichkeit, genau die 
gleichen kleinen Mengen von Cholesterin in Petrolather gelést in alle 
Probierglaser zu verteilen. 


Nachdem wir solche Daten erzielt hatten, gingen wir zu der Be- 
stimmung des freien Cholesterins im Blute tiber, wobei wir das niimliche 
Verfahren gebrauchten. Das Blut wurde auf Papierstiickchen auf- 
gefangen und auf der Waage von Bang gewogen. Auf jedem Stiickchen 
Papier hatten wir 100 bis 120 mg Blut. Da aber die darin enthaltenen 
geringen Mengen Cholesterin sich kolorimetrisch schlecht bestimmen 
lassen, so wurden in einem Probierglas zwei Papierstiickchen auf einmal 
extrahiert. Die Extraktion wurde mittels Petrolither durchgefiibrt, 
dauerte meist einige Stunden, worauf die Papierstiickchen vorsichtig 
aus dem Probierglas herausgeholt und tiber demselben mit Petrolather 
(in kleiner Menge) abgespiilt wurden. Der Petrolither wurde im, Wasser- 
bad bis auf etwa 1 ccm verdampft. Sodann gossen wir die Lésung in 
ein Zentrifugen-Probierglas tiber, spiilten das groBe Probierglas mit 1 ecm 
Petrolather nach und fiigten letzteres ebenfalls zu der Lésung hinzu. 
Sodann wurden die Zentrifuge-Probierglaser in ein Wasserbad gestellt, 
bis der Petrolither bis auf ungefihr 1 ccm verdampft war, wonach 
0,1 cem einer 14 °,,igen alkoholischen Digitoninlésung hinzugefiigt und die 
Probierglaser aufs neue auf einige Augenblicke ins Wasserbad gebracht 
wurden. Dann wurden die fest verkorkten Probierglaser bis zum nachsten 
Tage stehengelassen. Am anderen Tage wurden sie zentrifugiert, der 
Petrolather abgegossen, mit weiteren 2 ccm Petrolither nachgespiilt, 
abermals zentrifugiert, worauf der Petrolather abgegossen wurde. Die 
daran anschlieBende Zerlegung der Digitoninverbindung und die 
quantitative Bestimmung des Cholesterinanteils geschah dann weiter 
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in der oben beschriebenen Weise. Nachstehend bringen wir in einer 
Tabelle die erzielten Resultate: 


Hund Nr. 1. 





Gesamtcholesterin 











Freies Cholest ~ 
Blutmenge | Cholesteria i H dosteria 
mg | mg-9/9 mg-9/9 mg-°/9 
2. Marz. 
Re I aio yi 205 44 175 
ee ee eG 218 48 175 
cake Mee eae 224 49 
| pene ear 202 49 
5 eer gees 205 — 45 
Durchschnitt: 47 | 175 128 
5. Marz. 
eae oe 211 46 
Be ae a aaa 211 44 180 
ea ees. ge 195 46 176 
sg eer a 217 44 as IES ee 
Durchschnitt : 45 177 133 
Hund Nr. 3. 8. Marz. 
Bturmonge | ie, | Coemmcholeterin | Chosen 
mg mg-°/9 mg-°/9 mg-°/9 
S| eee 194 52 
et re Cae 206 48 178 
3 ie Fg Pao 204 51 182 
4 ante ye a ia ee 
Durchschnitt: | 51,7 | 180 128,3 


Wie aus der Tabelle ersichtlich, betrugen die Schwankungen -- 2 
bis 3 mg-°%. Wir sehen einen Vorzug unserer Methode in dem Umstand, 
daB die Bestimmung des Gesamtcholesterins und des freien Cholesterins 
auf ein und demselben Prinzip basiert ist und wir imstande sind, aus 
der Differenz in den Mengen des Gesamtcholesterins und des freien 
Cholesterins einen Schlu8 betreffs des Quantum des gebundenen Chol- 
esterins zu ziehen. Bei der Blutuntersuchung wurde die gréBte Auf- 
merksamkeit dem freien Cholesterin zugewandt, wogegen das Neutralfett, 
welches in den Petrolatherlésungen tiber dem Cholesterinniederschlag 
stand, ausgeschiittet wurde. Als wir jedoch mehrmals genau das Neutral- 
fett in dem dekantierten Petrolither bestimmt hatten, fanden wir in 
Parallelversuchen Schwankungen von 3 bis 4 mg, wihrend die Schwan- 
kungen, die bei der Filtration gefunden wurden, éfters 50 bis 60°, 
betrugen. 
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Gaswechsel des Nerven wahrend und nach der Anaerobiose. 


Von 
F. 0. Schmitt?. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 27. Juli 1929.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Fs ist lange bekannt, das der Nerv eine betrichtliche Zeit in Stick- 
stoff leitungsfahig bleibt und daB, falls die Erstickungszeit nicht zu 
ausgedehnt ist, die Leitungsfahigkeit mehr oder weniger vollstandig 
wieder hergestellt werden kann nach erneuter Zulassung von Sauerstoff. 
Indessen muBten verschiedene altere Vorstellungen weitgehend revidiert 
werden, seitdem Hill mit seinen Mitarbeitern imstande war, die kleinen 
Wirmebetrige zu messen, die bei der Nerventatigkeit frei werden, und 
die manometrischen Methoden O. Warburgs die Messung entsprechend 
kleiner Quantitéten Sauerstoff und Kohlensaiure méglich gemacht 
haben. Da kiirzlich mehrere umfassende Darstellungen dieser Fort- 
schritte erschienen sind?, kénnen wir hier auf eine ausfiihrliche Ubersicht 
verzichten. 

Aus den Messungen der Wirme*® sowie des Gaswechsels* und der 
chemischen Verfolgung der Stoffwechselvorginge® ergab sich,.da8 der 
Tatigkeitsstoffwechsel nicht wie im Falle des Muskels mit einer inter- 
mediaren Bildung von Milchsaure verkniipft sein kann. Die initiale und 
verzégerte Warme lieB sich durch Stickstoff nicht trennen, das Ver- 
haltnis der verzégerten zur initialen Warme war sehr viel gréBer als 
im Muskel, und schlieBlich wurde in Stickstoff die Bildungsgeschwindig- 
keit der Ruhe-Milchséure durch Reizung nicht gesteigert. AuBerlich 
ahnlich dem Muskel gibt es allerdings ein nicht unbetrichtliches Sauer- 


1 Fellow in Medicine National Research Council, U.S. A. 

2 W.O. Fenn, Harvey Lectures, Serie 23, S. 115, 1927/28; Winterstein, 
Springers Handb. d. Physiol. 9, 515, 1929. 

3 R. W. Gerard, Journ. of Physiol. 62, 349, 1927. 

4 Derselbe, Amer. Journ. of Physiol. 82, 381, 1927. 

5 R. W. Gerard und O. Meyerhof, diese Zeitschr. 191, 125, 1927. 
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stoffdefizit wahrend der Ruhe-Anaerobiose, das sich durch eine Auf- 
nahme von Extra-Sauerstoff nach AbschluB der Anaerobiose geltend 
macht, eine halbe bis eine Stunde andauernd. Da von Gerard und 
Meyerhof gefunden war, da% Milchsiéure, die sich in den erstickten 
Nerven angehauft hatte, nach Wiederzulassung von Sauerstoff nicht 
resynthetisiert werden konnte, so muBte man schlieBen, daB das Sauer- 
stoffdefizit hervorgerufen wurde durch die Erschépfung einer Reserve 
chemisch gebundenen Sauerstoffs im Verlauf der Anaerobiose. Die 
Beweiskraft dieser Versuche wurde allerdings von Fenn! in Frage ge- 
zogen, der annahm, da der Extra-Sauerstoff sowohl auf dieser Reserve 
wie auch auf der oxydativen Entfernung von Milchsiure beruhe. 
In der speziellen Hypothese, die Gerard hierfiir ausarbeitete?, war 
angenommen, da bei der anaeroben Erregungsleitung der chemisch 
gebundene Sauerstoff den sonst aus der Atmosphire entnommenen 
ersetzt. Aber weder Gerard und Meyerhof noch Fenn konnten eine 
Steigerung der Kohlensaurebildung durch anaerobe Reizung feststellen, 
wie es diese Hypothese erfordern wiirde. Fenn beobachtete allerdings, 
daB, wenn die anaerobe Kohlensaureproduktion unter 6cmm pro Gramm 
und Stunde fiel, die Erregungsleitung aufhérte, und glaubt deshalb 
an einen kausalen Zusammenhang. Auch Gerard berichtete iiber quali- 
tative Resultate, die anzuzeigen scheinen, daB in Stickstoff gereizte 
Nerven ein gréBeres Sauerstoffdefizit in gleicher Zeit hervorrufen wie 
die symmetrischen Ruhenerven in Stickstoff. 

Angesichts dieser Problemlage wurde die gegenwirtige Unter- 
suchung in folgenden Richtungen vorgenommen: 

1. Was ist die absolute GréBe des Sauerstoffdefizits in Stickstoff, 
und wie andert es sich mit den Versuchsbedingungen ? 

2. Deutet der respiratorische Quotient in der Periode, die un- 
mittelbar der Zulassung von Sauerstoff folgt, mehr auf eine oxydative 
Entfernung von Milchséiure oder eine chemische Bindung von Extra- 
Sauerstoff an chemische Akzeptoren ? 

3. Wie variiert die anaerobe Kohlensaiureproduktion mit der Dauer 
der Anaerobiose und wird sie durch Reizung gesteigert ? 

4. Ist das Sauerstoffdefizit nach Reizung in Stickstoff gréBer als 
nach Ruhe, bzw. wird das Maximum des Defizits rascher erreicht ? 


Methoden. 


Alle Versuche wurden bei 15 + 0,3° gemacht an Nerven von Rana 
esculenta und temporaria, die in der frither beschriebenen Weise sorgfaltig 
prapariert waren. Vor der Préparation wurden die Frésche gekiihlt und 
die Nerven vor der Einfiillung in die VersuchsgefaBe 1 bis 14% Stunden in 


AL a, GC. 
2 R. W. Gerard, Science 66, 495, 1927. 
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Ringerlésung gehalten. Die Nerven wurden unmittelbar nach der Pra- 
paration auf der Torsionswaage gewogen unter Entfernung der adharierenden 
Fliissigkeit mittels eines Glasstabes. Der Wagungsfehler betrug nicht 
iiber 1%. Durchgaingig wurden Differentialmanometer benutzt, wobei 
die Ablesung auf '/,) mm genau vorgenommen werden konnte. 

Zu allen Versuchen iiber den respiratorischen Quotienten und die 
Kohlenséurebildung dienten zwei Differentialmanometer mit GefaBen des 
Typus II von Meyerhof und Schmitt!. Doch wurden die symmetrischen 
Nerven nur in je ein GefaB eines jeden Differentialmanometers gefiillt, 
waihrend die KontrollgefaBe mit den gleichen Gasgemischen und Fliissig- 
keiten, jedoch ohne Nerven versehen wurden, und das Nervengewicht 
durch ein gleiches Volumen Ringerlésung ersetzt war. Wie friiher be- 
schrieben, enthielt jedes GefiB in den Anhangen 0,2 cem n/10 Ba(OH), 
und 0,2 cem 2 mol. Citronensaéure. Bei den Reizversuchen lagen die Nerven 
iiber den Elektroden ohne Fliissigkeit. In allen anderen Versuchen wurden 
sie in 0,2 eem kohlensaurefreier Ringerlésung suspendiert. 

In den Experimenten, die die Sauerstoffaufnahme nach der Asphyxie 
betrafen, wurden die einfachen Stopfen durch solche mit Hahnen ersetzt, 
durch die die GefaBe rasch mit Sauerstoff oder Stickstoff ausgespiilt werden 
konnten, ohne sie aus dem Thermostaten herauszunehmen. Insbesondere 
in den Versuchen iiber den respiratorischen Quotienten und das Sauerstoff- 
defizit nach der Anaerobiose ist es von groBer Wichtigkeit, daB das Gleich- 
gewicht so rasch wie méglich erreicht wird und die Messung beginnen 
kann. Wie Kontrollversuche ergeben, ist das zweckmaBigste’ Verfahren 
hierfiir das, den Sauerstoff nacheinander durch das KontrollgefaB und 
das nervenhaltige hindurchgehen zu lassen, wobei der Stopfenhahn des 
KontrollgeféBes mit dem Manometerhahn des zweiten GefaiBes durch 
einen dickwandigen Gummischlauch verbunden wurde. Auf diese Weise 
geht das gleiche Gasvolumen in gleicher Geschwindigkeit durch beide 
GefaBe. AuBerdem war es zweckmiaBig, die Volumendifferenz der beiden 
DifferentialgeféBe durch Glasperlen genau auszugleichen. Mit diesen 
VorsichtsmaBnahmen gelang es, das Gleichgewicht nach Zulassung des 
Gases in 10 Minuten zu erreichen. Der Stickstoff wurde durch Uberleiten 
iiber gliihendes Kupfer sauerstofffrei gemacht. 


I. Sauerstoffdefizit. 


Das Sauerstoffdefizit nach verschiedenen Perioden der Erstickung 
ist bisher nicht quantitativ genau bestimmt worden. Fenn findet einen 
Durchschnitt von 10cmm pro Gramm und Stunde in Stickstoff, fand 
aber in spiteren Versuchen betrachtlich kleinere Werte, die mit der 
Zeit nicht mehr anzusteigen schienen. Ich finde betrachtliche Variationen 
in verschiedenen Jahreszeiten und zwischen Esculenten und Tem- 
porarien. 

Wie in Tabelle I gezeigt, betragt das durchschnittliche Sauerstoff- 
defizit 14cmm pro Gramm (Schwankungen zwischen 5,5 und 21,6), 
was einem Durchschnitt von 2,3cmm pro Gramm und Stunde der 


1 Diese Zeitschr. 208, 445, 1929. 
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Anaerobiose entspricht (Variation, 1,4 bis 4,5). Das Defizit nach 
15 Stunden ist zwar absolut gréBer als nach 4 Stunden, aber nicht 
proportional der Zeit, so da8 wahrscheinlich in einer Zeit dazwischen 
die Sauerstoffreserve erschépft ist. 


II. Respiratorischer Quotient des Extra-Sauerstof{fs nach Anaerobiose. 


Friihere Versuche hatten ergeben, daB nicht mehr als 30 bis 60 Mi- 
nuten erforderlich sind, um das in 3 bis 5 Stunden Anaerobiose hervor- 
gerufene Sauerstoffdefizit auszugleichen. Infolgedessen war es not- 
wendig, die Messung des Gaswechsels auf die erste Stunde nach Zu- 
lassung des Sauerstoffs zu beschranken, um einen relativ genauen 
respiratorischen Quotienten dieser Periode zu erhalten. Trotz der 
Kleinheit der Ausschlage wurden iiberraschend gut iibereinstimmende 
Resultate erzielt. Die zwei Serien symmetrischer Nerven wurden auf 
die beiden Differentialmanometer verteilt. Wahrend die GefaiBe der 
Kontrollnerven einfache Stopfen besaBen, hatten die mit den Versuchs- 
nerven Hahnstopfen. Am Schlu8B der Anaerobiose wurden die Kontroll- 
nerven unmittelbar tibersiuert, um die praformierte Kohlensiure zu 
bestimmen, wahrend zu den Versuchsnerven Sauerstoff zugelassen 
wurde. Nach Ablauf einer Stunde wurden die Versuchsnerven ebenfalls 
iibersiuert und die gesamte Kohlensaure bestimmt. Die Resultate sind 
in der Tabelle II enthalten. 


Zur Bestimmung der Sauerstoffaufnahme wurden alle 5 Minuten 
Ablesungen gemacht und davon eine Kurve gezeichnet. Hieraus lieB 
sich der Sauerstoff, der in den ersten 10 bis 15 Minuten aufgenommen 
war, extrapolieren. Kontrollversuche mit gekochten, erstickten Nerven 
hatten ergeben, daB nach Sauerstoffzulassung das Gasgleichgewicht in 
8 bis 10 Minuten erreicht ist. Trotzdem sind in der Tab. II zwei respira- 
torische Quotienten berechnet, ein niedrigerer Wert unter Abrechnung 
der ersten 10 Minuten und ein héherer unter Abrechnung von 15 Minuten. 
Wahrscheinlich ist der fiir die 10 Minuten lange Vorperiode berechnete 
der genauere. Es ergibt sich danach im Durchschnitt als niedrigerer 
Wert 0,53, als héherer Wert 0,60, Gesamtdurchschnitt 0,56. Ahnliche 
Resultate wurden auch in vorhergegangenen weniger genauen Ver- 
suchen mittels einfacher Manometer erhalten. Es ergibt sich danach 
ein verhaltnismaBig sehr niedriger respiratorischer Quotient fiir die 
erste Stunde nach der Erstickung. Die absolute GréBe des Sauerstoff- 
defizits konnte in diesen Versuchen nicht bestimmt werden, doch ergibt 
sich aus entsprechenden Vergleichsversuchen, daB das Sauerstoff- 
defizit etwa 30 bis 40°, des totalen Sauerstoffverbrauchs der ersten 
Stunde ausmacht. Wenn man dieses in Riicksicht zieht, sowie den 
Wert des normalen respiratorischen Quotienten von 0,7, so scheint 
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sich aus diesen Versuchen zu ergeben, da der Extra-Sauerstoff mit 
nur sehr geringer, vielleicht sogar gar keiner Kohlensiurebildung ver- 
kniipft ist. 
III. Kohlensdurebildung in der Anaerobiose. 
A. Ruheversuche. 

In diesen Versuchen, sowohl fiir Ruhe wie Reizung, war die An- 
ordnung genau die gleiche wie in den Versuchen tiber den respiratorischen 
Quotienten, nur daB alle GefaiBe mit einfachen Stopfen versehen waren. 
Nach Fiillung der GefiBe mit Stickstoff und Temperaturausgleich 
wurden die Kontrollnerven durch Einkippen der Saure in Baryt und 
dann in die Nerven iibersiuert und die Gesamtkohlensiure bestimmt. 
Nach Ablauf der bestimmten Versuchszeit geschah das gleiche mit 
den Versuchsnerven. Auf diese Weise wird also die vom Nerven gebildete 
(nicht etwa die durch Bildung fixer Sauren ausgetriebene) Kohlensaure 
bestimmt. Die Resultate sind in der Tabelle III wiedergegeben und 
sind graphisch in Abb. 1 dargestellt. Betrachtliche Schwankungen 
kommen hier infolge der verschiedenen physiologischen Bedingungen 
der Frésche zur Beobachtung. Indessen zeigt sich in allen Fallen eine 
erhebliche anaerobe Kohlensaurebildung, die mit zunehmenden Er- 
stickungszeiten abfallt, wie in der Kurve zu sehen ist. Gerard erhielt 
im Durchschnitt von 20 Stunden eine Kohlensaiureproduktion von 
1,5cmm pro Gramm und Stunde, was etwa den von mir in l5stiindigen 
Versuchen erzielten Werten gleich ist. Fenn erhielt erheblich héhere 
Werte, besonders in den ersten Stunden vom Beginn der Erstickung, 
jedoch wurde von ihm die praformierte Kohlensiure von der anaerob 
gebildeten nicht unterschieden. Es ist von Interesse, da8 das Sauerstoff- 
defizit bei 15 Stunden Asphyxie ungefahr 1,4cmm pro Gramm und 
Stunde betraigt, was mit dem Werte der anaeroben Kohlenséure gut 
iibereinstimmt (vgl. Abb. 1). 


70 





3° 


ARN 


¢ ° 
° 
Oo} 
°°? 


CR 
°° 



































0 $ 8 @ 6h 2 


Abb. 1. 
Anaerobe Kohlensiureproduktion als Funktion der Zeit. 
Ordinate : Kohlens&urebildung in Kubikmillimetern pro Gramm und Stunde. 
Abszisse: Anaerobiosezeit in Stunden. 





Kohlensaéurebildung wihrend der Ruheanaerobiose. 


Tabelle III. 
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B. Kohlensaéureproduktion bei anaerober Reizung. 


Um festzustellen, ob die Reizung die Kohlensaiurebildung vermehrt, 
wurden zwei Versuchsreihen angestellt. In der ersten wurde ebenso 
verfahren wie bei der Bestimmung der Kohlenséurebildung ruhender 
Nerven in Stickstoff, wobei die symmetrischen Nerven fiir Ruhe 
und Reizung in zwei Differentialmanometern benutzt und in beiden 
die Gesamtkohlensaiure erst am Ende des Versuchs bestimmt wurde. 
In diesem Falle erhalt man die Kohlensauredifferenz, die durch die 
Reizung hervorgerufen wird. Die Resultate sind in Abb. 2 und auch 
in Tabelle IV wiedergegeben. 
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Abb. 2. 

Anaerobe Kohlensiureproduktion bei der Reizung im Vergleich zur Ruhe. 
Ordinate : Kohlensiuredifferenz pro Gramm und Stunde bei Reizung und Ruhe. Positive Werte 
bedeuten eine Extrabildung von Kohlensitiure durch die Reizung, negative umgekehrt. 
Abszisse: Zeit der anaeroben Reizung in Stunden. 


Tatsachlich ergibt sich im Durchschnitt keine solche Differenz, 
d.h. keine Extra-Kohlensaure, die auf die Reizung zuriickzufiihren ist. 
Wiahrend die technischen Fehler in diesen Versuchen nicht gréBer sind 
als in den vorhergehenden, wird eine Ungenauigkeit dadurch hervor- 
gerufen, daB auch in der Ruhe die symmetrischen Nerven nicht genau 
die gleiche anaerobe Kohlensaure bilden. Infolgedessen werden die 
Schwankungen (nach beiden Richtungen) gréBer, wenn die Anaerobiose- 
zeit verlingert wird. So wurde in drei Bestimmungen mit einstiindiger 
Erstickung eine Differenz von 0 erzielt, nach 2, 3 und 4 Stunden aber 
etwas gréBere Variationen, die jedoch im Durchschnitt ebenfalls 0 
ergeben. Gleichzeitig ergab sich, da8 beim Ubersiuern der Barytlésung 
die ausgetriebene Kohlensaure in beiden Fallen ungefahr gleich war. 
Dies zeigt an, daB auch keine Extra-Milchsaure bei der Reizung gebildet 
ist, weil dies zu einer Austreibung von Kohlensaure und entsprechender 
Zunahme derselben in der Barytlésung gefiihrt haben wiirde. 

Die zweite Anordnung, die zu den gleichen Resultaten fiihrte, war 
die folgende: Die beiden Reihen symmetrischer Nerven wurden in 
kleine AtmungsgefaBe ohne Alkali an ein und dasselbe Differential- 
manometer in N, gehangt. Darauf wurde eine Seite gereizt. Wenn 
hierdurch Extra-Kohlensaure erzeugt ware, so hatte sich ein positiver 
Druck auf dieser Seite ergeben miissen. Dies war jedoch nicht der Fall. 
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Diese Anordnung ist deshalb weniger befriedigend, weil die Herstellung 
des Gasgleichgewichts mehrere Minuten in Anspruch nehmen kann, 
so daB die Anfangszeit der Anaerobiose der Messung verloren geht. Im 
Gegensatz zur aeroben Erregungsleitung wird also bei der Reizung in 
Stickstoff keine Extra-Kohlensaure produziert. 


IV. Sauerstoffdefizit unter besonderen Versuchsbedingungen. 

A. Wirkung der anaeroben Reizung auf das Sauerstoffdefizit. 

Gerard’ teilt vorlaufige Versuche mit, die es wahrscheinlich machen, 
daB die Reizung von Nerven in Stickstoff das Sauerstoffdefizit ver- 
groBert. In seinen Versuchen wurden die symmetrischen Reihen der 
Nerven in die beiden Seiten eines Differentialmanometers gefillt fiir 
Erstickungszeiten von 1 bis 2 Stunden, wobei die eine Seite gereizt 
wurde. Die nachfolgende Zulassung von Sauerstoff zu beiden Seiten 
veranlaBte einen negativen Druck auf der vorher gereizten Seite. Fiir 
die vorliegenden Versuche gebrauchte ich eine ahnliche Anordnung. 
Nur wurden, nachdem der Sauerstoff zugelassen und ein stationarer 
Zustand erreicht war, etwa nach | bis 2 Stunden Aerobiose, die vorher 
in Stickstoff gereizten Nerven wiederum gereizt, und zwar in Sauerstoff, 
um die normale Extrasauerstoffmenge zu bestimmen, die mit der Reizung 
verkniipft war. Abb. 3 gibt graphisch den Verlauf eines solchen Versuchs 
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Abb. 3. 
Effekt der anaeroben Reizung auf die Grife des Sauerstoffdefizits. 
Ordinate: Millimeter Manometerdruck. Die negativen Werte entsprechen der Druckabnahme 
auf der gereizten Seite. 
Abszisse: Zeit in Minuten. Bei A wurde Sauerstoff gleichzeitig zu beiden Seiten zugelassen. 
Bei B wurden die vorher in Stickstoff gereizten Nerven noch einmal gereizt, um den Extra- 
Sauerstoff der aeroben Reizung zu bestimmen. Die Differenzen der ausgezogenen Kurve 
gegeniiber der gestrichelten Geraden entsprechen dem auf die Reizung zuriickzufiihrenden 
Extraverbrauch ; bei A infolge anaerober Reizung, bei B infolge aerober Reizung. 


wieder. Auf diese Weise kann man feststellen, wie das durch anaerobe 
Reizung hervorgerufene Sauerstoffdefizit sich zu dem Extrasauerstoff 
bei aerober Reizung verhalt. Infolge der langsamen Einstellung des 
Gasgleichgewichts sind die Resultate eher als Schatzungen zu betrachten. 
Jedoch, wie in der Tabelle V gezeigt, stimmen sie unter sich recht gut 
iiberein. Nur in einem einzigen Falle nahmen die gereizten Nerven 
nicht mehr Sauerstoff auf als die ungereizten. 


1 Amer. Journ. of Physiol. 82, 381, 1927. 
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Durchschnittlich ergibt sich, daB fiir etwa eine Stunde anaerober 
Reizung der Nerv fahig ist, eine Sauerstoffreserve zu benutzen in einem 
Umfang, der etwa !/, bis 44 des normalen Extra-Sauerstoffs bei aerober 
Reizung ausmacht. In diesen Versuchen ist das elektrische Verhalten 
der Nerven nicht verfolgt worden, und es ist héchstwahrscheinlich, daB 
die Leitfahigkeit im Verlauf einer Stunde schon zum gréBten Teile 
erloschen war, so da es wohl méglich ist, daB der ganze Extra-Sauerstoff, 
der fiir die Tatigkeit benétigt wurde, aus einer Sauerstoffreserve stammte. 
Mindestens aber wird ein nicht unerheblicher Teil fiir die Aufrecht- 
erhaltung der anaeroben Leitung benutzt. Dieser SchluB ist im Einklang 
mit der Arbeit von Thoerner!, welcher fand, daB die anaerobe Leitung 
rascher erlischt, wenn der Nerv gereizt wird, als wenn er ruht, wenn 
auch hier méglicherweise der Verbrauch geliésten Sauerstoffs am Re- 
sultat mit beteiligt ist. f 

Angesichts der augenscheinlichen Fahigkeit des Nerven, chemisch 
gebundenen Sauerstoff zu verwenden, wurde die Wirkung des Methylen- 
blaus auf die Sauerstoffaufnahme bei Reizung und Ruhe untersucht. 
In 0,002 °,igen Lésungen steigerte Methylenblau die Ruheatmung um 
10 bis 20%,, eine Zahl, die etwas niedriger ist, als die von Meyerhof 
fiir den Froschmuskel gefundene. In mehreren Versuchen wurde der 
Extra-Sauerstoff bei der Reizung durch die Anwesenheit von Methylen- 
blau sehr erhéht ; in anderen Versuchen war dies nicht der Fall. Worauf 
diese Unterschiede beruhen, ist bisher nicht festgestellt. 
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Abb. 4. 
Wirkung von lihmenden Giften auf das durch Anaerobiose hervorgerufene Sauerstoffdefizit. 
Ordinate : Sauerstoffverbrauch in Kubikmillimetern pro Gramm. 
Abszisse: Zeit in Stunden. Beide Kurven I und II zeigen den Atmungsverlauf von Serien 
symmetrischer Nerven in 0,7°/oiger Kaliumchloridlésung. Kurve I: Atmung des von Anfang 
an in Senerstoff aufbewahrten Nerven. Kurve II: Verlauf nach 201/, stiindiger Erstickung in 
Stickstoff. Bei A Zulassung von Sauerstoff. Das geradlinige Stiick B—C entspricht dem 
Extra-Sauerstoff. Die ersten Mefipunkte (A—B) sind auf die Herstellung des Gasgleichgewichts 
im Manometer zu beziehen. 


1 Zeitschr. f. allgem. Physiol. 10, 351, 1909. 
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B. Wirkung von laihmenden Giften auf das Sauerstoffdefizit. 


Weder durch die vorhergehenden Versuche, noch die von Gerard 
oder Fenn wurde klargestellt, ob das Sauerstoffdefizit allein mit dem 
Erregungs- oder Leitungsmechanismus verkniipft ist, ob es also bei 
der Ruhe in N, lediglich zur Aufrechterhaltung der fiir die Leitung 
nétigen vitalen Struktur dient. Infolgedessen behandelte ich die Nerven 
mit reiner isotonischer Kaliumchlorid- oder auch Natriumchloridlésung, 
um vollstandig und irreversibel den Leitungsmechanismus zu zerstéren. 
Trotzdem ergibt sich, wie Tabelle VI und Abb. 4 zeigen, daB das Sauer- 
stoffdefizit pro Gramm und Stunde wepig verandert, allerhéchstens 
geringfiigig abgeschwiacht ist. Auch der Ruhe-Sauerstoffverbrauch ist 
in diesem Falle fast derselbe wie der normaler Nerven in Ringerlésung, 
und das gilt auch fiir den Fall, daB die Nerven langere Zeit in Stickstoff 
gehalten waren. 


Diskussion. 


Es mégen hier ganz kurz die Ergebnisse der vorliegenden Versuche 
im Zusammenhang mit unseren Vorstellungen von dem Leitungsvorgang 
diskutiert werden. Es hat sich bestatigt, daB der nervése Leitungs- 
mechanismus nicht auf Milchséurebildung beruht. Das ergibt sich schon 
aus dem respiratorischen Quotienten des tatigen Nerven in Sauerstoff}, 
ebenso wie aus dem Fehlen der fixen Saurebildung bei anaerober 
Reizung. Wahrend die Warmemessungen von Gerard zu beweisen 
scheinen, daB der Leitungsvorgang und der Restitutionsvorgang durch 
Stickstoff nicht getrennt werden kénnen, zeigen die vorliegenden Ver- 
suche, daB die Erregungsleitung in Stickstoff méglich ist ohne Pro- 
duktion von Extrakohlensiure. Nach Gerards Wirmemessungen mu8 
nach einer Stunde in Stickstoff sowohl die initiale wie die verzégerte 
Warme auf 20°, ihres Anfangswertes gefallen sein, aber innerhalb einer 
Stunde wird jedenfalls keine Extra-Kohlensaure durch Reizung gebildet. 
Der Maximalfehler der manometrischen Messungen mag etwa | cmm 
pro Gramm Nerv betragen, und da die normale Kohlensaéureproduktion 
der Reizung 30 bis 36cmm pro Gramm und Stunde betragt, so miiBte 
auf Grund der Warmemessungen etwa die Halfte des Durchschnitts 
der ersten Stunde, also 10 cmm CO, erwartet werden, was das Mehr- 
fache des méglichen Versuchsfehlers ist. Auf der anderen Seite er- 
scheint es sicher, daB fiir die anaerobe Leitung der Nerv Sauerstoff 
aus irgendeiner Reservesubstanz beziehen kann. Daraus kénnte man 
den Schlu8 ziehen, da& die initiale Phase der Leitung, die sich im 
Aktionsstrom manifestiert, eher auf eine Anlagerung von Sauerstoff als 
auf eine eigentliche Oxydation zu beziehen ist, wie man gewoéhnlich 





1 O, Meyerhof und F.O. Schmitt, a. a. O. 
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annimmt. Indessen mu8B man zur weiteren Verfolgung dieser Idee eine 
detailliertere Kenntnis tiber den Verbrauch chemisch gebundenen 
Sauerstoffs durch den Leitungsvorgang abwarten. Jedenfalls spricht 
zugunsten einer solchen Reserve chemisch gebundenen Sauerstoffs die 
Tatsache, daB der nach der Anaerobiose aufgenommene Extra-Sauerstoff, 
der die Sauerstoffreserve wieder auf ihre urspriingliche Héhe bringt, 
offenbar mit einer nur geringen, vielleicht gar keiner Kohlensaure- 
bildung verkniipft ist. 


Zusammenfassung. 


In der vorliegenden Arbeit ist das Sauerstoffdefizit, das in einem 
erstickten Nerven hervorgerufen wird, unter verschiedenen Bedingungen 
studiert worden. Nach anaerober Ruhe betragt das Defizit 10 bis 
12cmm pro Gramm fiir eine 4 bis 5 Stunden lange Erstickung und 
2l1cmm pro Gramm fiir 15 Stunden Erstickung. Die Reizung von 
Nerven in Stickstoff ruft in diesen ein gréBeres Sauerstoffdefizit her- 
vor, als in den symmetrischen ruhenden Nerven in Stickstoff. Die 
Differenz des Sauerstoffdefizits fiir 1 bis 114 Stunden anaerober 
Reizung belauft sich auf etwa 6,7 cmm pro Gramm. Dies ‘entspricht 
25 bis 50 % des Extra-Sauerstoffs, den die gereizten Nerven auf- 
genommen haben wiirden, wenn sie aerob gereizt waren. Die Zer- 
stérung des Leitungsmechanismus durch 15 Stunden lange Behandlung 
der Nerven mit 0,7°,, KCl hat keinen Effekt auf das Sauerstoffdefizit. 

Der respiratorische Quotient fiir die erste Stunde nach Wieder- 
zulassung von Sauerstoff zu erstickten Nerven ergibt sich zu etwa 0,55. 
Da das Sauerstoffdefizit unter den Versuchsumstanden nur etwa 30 
bis 40°, der Gesamtaufnahme des Sauerstoffs ausmacht, so mu} der 
respiratorische Quotient des Extra-Sauerstoffs sehr niedrig sein, viel- 
leicht 0. 

Durch Bestimmung der Gesamtkohlensiure in symmetrischen 
Nerven zu Anfang und am Schluis verschieden langer Erstickungs- 
perioden wurde der Verlauf der Kohlensiureproduktion in Stickstoff 
verfolgt. Die Geschwindigkeit fallt ziemlich rasch wahrend der ersten 
6 Stunden ab, betragt aber noch immer fiir eine Zeit von 15 Stunden 
durchschnittlich 1,5cmm pro Gramm. Bei Reizung einer Reihe von 
Nerven in Stickstoff und Vergleich der Gesamtkohlensiurebildung in 
den gereizten und ungereizten erstickten Nerven ergibt sich, daB keine 
Extra-Kohlensiure durch anaerobe Reizung gebildet wird. 


Es ist mir eine angenehme Pflicht, Prof. Otto Meyerhof fiir seine 
Hilfe und Beratung bei der Ausfiihrung der Arbeit zu danken. 





Uber die Léslichkeit der Harnsaure bei Anwesenheit 
von Proteinsaiuren. 


Von 
K. Yabana. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Arbeitsphysiologie in Berlin.) 


(Eingegangen am 27. Juli 1929.) 


Es ist schon lange bekannt, daB der Harn sehr viel mehr Harn- 
siiure aufzunehmen vermag, als es dem Lésungskoeffizienten gleicher 
Temperatur in Wasser entspricht. Die Léslichkeit von Harnsiure im 
Harn wird durch Zusatz von Salzsiure erhéht. Nach Ruedel wird die 
erhéhte Léslichkeit durch Harnstoff, nach Klemperer durch Urochrom, 
nach Lichtwitz, Bechhold und Ziegler durch Kolloide bedingt. Die Frage, 
ob die Léslichkeit der Harnsaure im menschlichen Harn durch Protein- 
siuren beeinfluBt wird, bildet das Thema dieser Untersuchung. Die 
Beantwortung dieser Frage ist unter anderem von Bedeutung fiir die 
Harnsiaurediathese (Uratsteine, Gicht). 

Zu der von Dombrowski, Panek u. a. aufgefundenen Proteinsiure- 
gruppe gehoren die verschiedenen Oxyproteinsauren der Bondzynskischen 
Schule. Isolierung und chemische Charakterisierung der einzelnen 
Proteinsauren ist schwierig, dennoch war erstere notwendig, um den 
Einflu8 solcher Sauren auf die Léslichkeit der Harnsaure priifen zu 
kénnen. Die Isolierung geschah nach der Vorschrift von Bondzynski, 
Dombrowski und Panek. 

Die Bestimmung der Harnsaéure geschah durch Titration mit Kalium- 
permanganat in schwefelsaurer Lésung. Als vorteilhaft erwies sich, einen 
UberschuS von Permanganat anzuwenden und diesen dann mit Oxalsaure 
zuriickzutitrieren. Der auf diese Weise gewonnene Wert von 3,81 mg 
Harnséure (Kahlbaum) fiir 1 ecm n/20 KMnO,-Lésung stimmt mit den in 
der Literatur angefithrten innerhalb der sich zu 0,5 mg ergebenden Fehler- 
grenze tiberein. Dagegen wurde die Léslichkeit der Harnsaéure in 100 cem 


Wasser von 22° C zu 5,0 mg gefunden, wahrend sie nach Blarez und Denigés 
6,5 mg betragt. 


Will man den Gehalt des Harns an Harnsaure ermitteln, so ist 
es nétig, diese nach G. Guérin erst als Ammoniumurat zur Abscheidung 
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zu bringen, um Fehler durch Begleitstoffe auszuschalten. Die weitere 
Bestimmung der Harnsaure kann dann gravimetrisch oder, wie hier, 
titrimetrisch vor sich gehen. 

Mit Hilfe dieser Methoden lieB sich in Gegenwart von Alloxy-, 
Antoxy- und Oxyproteinsaure, sowie beim Vorhandensein eines Ge- 
misches aller drei eine bis zu 32°, erhéhte Léslichkeit der Harnsiure 
in Wasser feststellen. 


Experimenteller Teil. 
Bestimmung der reinen Harnsdure mit Permanganat. 


Die Angaben der Literatur itiber den Permanganatverbrauch der 
Harnsiaure schwanken. Nach Hopkins und nach Ritter entspricht 1 ccm 
n/20 Permanganat der Menge von 3,6, nach Blarez und Denjgés der- 
jenigen von 3,7 mg Harnsaure. 

Die Harnsaure wird hei8 mit méglichst wenig chloridfreiem Natrium- 
carbonat gelést, die Lésung nach dem Erkalten mit Wasser auf 100 ccm 
aufgefiillt, darauf mit 20cem konzentrierter Schwefelséaure versetzt 
und sogleich iiberschiissige n/20 Permanganatlésung zugefiigt. Der 
Uberschu8 wird mit n/200 Oxalsiure zuriicktitriert. 

Auf diese Weise erhielt ich den Wert von 3,8 mg Harhsaure als 
leem der n/20 KMnO,-Lésung entsprechend und habe ihn meinen 
Bestimmungen zugrunde gelegt. Bei Verwendung reiner Harnsiure 
in Mengen wie sie in 100ccm normalem Harn vorkommen (50 mg) 
fallt die Titration auf 0,5 mg genau aus. Auch in Ammonuranat labt 
sich auf diese Weise die Harnsaure titrieren. 


Bestimmung der Léslichkeit der Harnsdure in Wasser von 22° C. 


Ungefahr 10 mg Harnsaéure wurden in einem ausgedimpften’, lang- 
halsigen Hartglaskolben mit 50 ccm Leitfahigkeitswasser tibergossen und 
in einem Thermostaten von 32°C 48 Stunden geschiittelt. Danach wurde 
mit einem gehirteten, auf 22° gehaltenen Filter die ungeléste Harnséure 
abfiltriert, 40ccm des Filtrats mit etwa 0,5g chloridfreiem Natrium- 
earbonat erwarmt, die Lésung nach dem Erkalten auf 100 cem mit Wasser 
aufgefiillt und in der beschriebenen Weise analysiert. 


Die Léslichkeit der Harnséure in Wasser wird nach Blarez und Denigés 
ausgedriickt durch die Gleichung: 


a2=2+4 0,15¢ + 0,0020 ¢ + 0,000025 4, worin x = mg Harnsiure 
in 100g Wasser und ¢ die jeweilige Temperatur bedeuten. Nach dieser 
Gleichung berechnet sich der Gehalt einer bei 22° gesattigten Harnsaure- 
lésung zu 6,5 mg Harnséure pro 100 ccm Lésung, wahrend ich nur 5,0 mg 
finde. 


1 Das Alkali des Glases zersetzt wasserige Harnsaurelésung ziemlich 
leicht. 
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Fadllung der Harnsdure nach Guérin. 

Wie schon angedeutet, ist es bei der Bestimmung im Harn not- 
wendig, den stérenden Einflu8 anderer Harnbestandteile zu beseitigen. 
In Anlehnung an das Guérinsche Verfahren habe ich 180 mg Harnsiure 
mit 300ccm Leitfahigkeitswasser unter Zugabe von 3g wasserfreier 
Soda im ausgedimpften Kolben unter Erwarmung gelést und filtriert. 
Diese Stammlésung wurde nach dem Erkalten in der Weise mit Wasser 
verdiinnt, daB 10, 5, 3,33, 2,5, 2 und 1 ccm mit destilliertem Wasser 
auf 20 ccm aufgefiillt, und jede Lésung mit 25ccem frisch bereiteter 
Ammoniumnitratlésung versetzt wurde. Die Lésungen wurden bis 
zum nachsten Tage stehengelassen, das entstandene Ammoniumuranat 
abzentrifugiert und mit einer konzentrierten Ammoniaklésung, welche 
geringe Mengen Ammoniumnitrat enthielt, dreimal auf der Zentrifuge 
nachgewaschen. Der Niederschlag wurde in der iiblichen Weise weiter 
verarbeitet. 


Léslichkeit der Harnsdéure in Wasser bei 22° C bei Anwesenheit von Alloxy-, 
Antoxy- und Oxyproteinsaure. 

Zweimal wurden je 5cem einer 0,5°,igen Oxyproteinsaiurelésung 
mit ungefahr 10 mg Harnsaure versetzt und mit Leitfaihigkeitswasser 
auf 50 ccm aufgefillt. In derselben Weise wurden die Ansitze zur 
Bestimmung in Gegenwart von Alloxy- und Antoxyproteinsaéure 
bereitet. Dasselbe wurde mit je nur 1 cem der 0,5 °,igen Proteinsaure- 
lésung wiederholt. Als Kontrolle diente ein Ansatz ohne Proteinsiure 
mit 10 mg Harnsaure und 50 ccm Leitfahigkeitswasser. Alle Kolben 
wurden gemeinsam im 22°-Thermostaten eine Zeitlang geschiittelt und 
ihr Inhalt nach 24stiindigem Stehen in iiblicher Weise aufgearbeitet. 
Die Ergebnisse seien in der Tabelle auf folgender Seite zusammen- 
gestellt. 

Der Kontrollversuch stimmte innerhalb der Fehlergrenzen mit 
den bisherigen Resultaten iiberein. Bei einem Gehalt von 0,05 °%, Oxy-, 
Alloxy- bzw. Antoxyproteinsaure steigt die Léslichkeit der Harnsaiure 
um im Mittel 32, 21 bzw. 6%. In einer Lésung, die je 0,01 °, jeder 
der drei Siuren als Gemisch enthalt, ist der Durchschnittswert 15 °%. 

Damit ist bewiesen, daB das Vorkommen dieser drei Sauren im 
Harn eine der Ursachen ist, welche die gegeniiber reinem Wasser er- 
héhte Léslichkeit der Harnsiure bedingen. Zur Erklarung dieser 
Tatsache kann man einmal die Annahme machen, da8 die Harnsaure 
mit den Proteinsiuren zu lockeren Verbindungen erhéhter Léslichkeit 
zusammentritt, zum anderen, daB diese Saiuren als Schutzkolloide das 
Ausfallen der Harnsaure verhindern. Es besteht zudem die Méglichkeit, 
da8B die Proteinséuren im Harn nicht als solche, sondern in Form ihrer 
Ester vorkommen, die erst bei ihrer Isolierung verseift und daher als 
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Tabelle. 
Léslichkeit von Harnséure in Wasser von 22°C bei Gegenwart von Oxy- 
proteinséuren. Ansatz: Oxyproteinséurelésung + 10mg Harnséure, auf- 
gefiillt auf 50cem. 1 cemn/20 KMnO,-Lésung entspricht 5,0 mg Harnséure. 





| ’ 
° ee Vermehrte 


Versuch Seeets Léslichkeit in /o 
1 5cem 0,5 Yige 17,25 6,6 32 
Oxyproteinsaiurelésung 

2 Dasselbe 17,275 6,6 32 

: 5cem 0,5 %ige 15,90 6,1 22 
Alloxyproteinsaurelésung 

4 Dasselbe 15,825 6,0 21 

5 5cem 0,5 %ige 13,875 5,3 6 
Antoxyproteinsaurelésung : 

6 Dasselbe 13,90 5,3 6,5 

7 je leem 0,5 %ige 15,00 5,7 15 


Oxy-, Alloxy- und 
Antoxyproteinsaurelésung 
8 Dasselbe 15,075 5,7 15,5 


9 — 13,05 5,0 — 
* Kubikzentimeter der nach Riicktitration mit Oxalsiure verbrauchten n/20 KMn0O,- 


Lésung fiir 100 cem. — Filtrat berechnet. 
** In 100 cem Filtrat gefundene Harnsiuremenge in mg, berechnet aus *. / 


freje Sauren gewonnen werden. Méglicherweise besitzen die Ester der 
Proteinsiuren basische Natur und bilden mit der Harnsaure lésliche 
salzartige Verbindungen. Sollte sich diese Vermutung bestiatigen, so 
behalte ich mir vor, die Beziehung zwischen den’ Proteinsaéureestern 
und der Harnsaurediathese oder Gicht zu untersuchen. 
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Untersuchungen zur Lehre von der Blutgerinnung. 


XXII. Mitteilung: 
Uber die Bedeutung stickstoffhaltiger Substanzen fir die Blutgerinnung, 


Von 
Bernhard Stuber und Konrad Lang. 
(Aus der Stadtischen Krankenanstalt Kiel.) 


(Eingegangen am 28. Juli 1929.) 


Solange die Méglichkeit fehlte, das Geschehen bei der Blutgerinnung 
durch genaue Methoden exakt messend zu verfolgen, muBte dieser 
Vorgang in Dunkel gehillt bleiben. Man sah sich zur Aufstellung einer 
langen Reihe von Substanzen genétigt, deren Zusammenwirken zur 
Erzielung der Blutgerinnung notwendig sein sollte, etwa der Art, dai 
ein Proserocym in Serocym (Prothrombin) iibergehen sollte, dieses 
wiederum bei Gegenwart von Ca-Salzen unter dem EinfluB einer 
Thrombokinase in Thrombin verwandelt wiirde, welch letzteres dann 
auf weiter noch nicht geklarte Art Fibrinogen in Fribin umwandeln 
sollte. Die Existenz dieser Stoffe ist noch nie einwandfrei erwiesen 
worden, sie sind daher auch nicht quantitativ meBbar. Thrombin, 
dessen Reindarstellung des éfteren beschrieben wurde, ist ein de- 
naturierter EiweiBkérper, ein Kunstprodukt. Schien uns diese Auf- 
fassung der Blutgerinnung schon nicht sehr wahrscheinlich zu sein, so 
wurden wir véllig von ihrer Unrichtigkeit tiberzeugt beim Studium der 
Hamophilie, der wichtigsten Gerinnungsstérung. Die angefiihrten 
Theorien kénnen die haimophile Gerinnungsstérung nicht erklaren, 
denn Fibrinogen und Calcium sind in véllig normaler Menge vorhanden, 
desgleichen Thrombin, Prothrombin, Thrombokinase und Proserocym ; 
ein Antithrombin soll nicht vorhanden sein. Um aber die hamophile 
Gerinnungsstérung doch in Einklang mit der Theorie zu bringen, wurde 
die lange Reihe der Substanzen noch verlangert und die Existenz eines 
Hemmungskérpers postuliert, der die Umwandlung von Proserocym 
in Serocym verlangsamen sollte. 


ao, 0 OO me A 2 aM ews = +s 2 8" 0 
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Eine entscheidende Wendung in der Frage iiber das Wesen der 
Blutgerinnung trat ein, als es méglich wurde, die sich dabei abspielenden 
Vorgiinge mit exakt chemischer Methode zu erfassen. In vielen Ver- 
suchen wurde die fundamentale Bedeutung der Glykolyse fiir die Blut- 
gerinnung erwiesen. Auf Grund dieser Versuche kamen wir zu der 
Auffassung, daB die Blutgerinnung véllig der Totenstarre des Muskels 
entspricht. Es ergab sich ferner zwanglos die Unterscheidung zweier 
Phasen der Gerinnung, einer ersten rein chemischen, die zu_ einer 
Anderung des physikalisch-chemischen Zustandes der PlasmaeiweiS- 
kérper fiihrt, somit die eigentliche causa movens der Blutgerinnung 
darstellt. Darauf folgt eine zweite Phase, die den Ubergang des 
Fibrinogens in Fibrin umfaBt, also rein physikalisch -chemische 
Vorgange. 

Blut, einem Organismus entnommen, ist ein absterbendes Organ. 
Dadurch sind alle darin ablaufenden chemischen Reaktionen charak- 
terisiert: es sind Abbaureaktionen. Lebende Gewebe kénnen syntheti- 
sieren, das Wesen des Todes liegt im Verlust der Synthese. Von allen 
diesen ablaufenden Reaktionen, soweit sie untersucht sind, hat nur 
eine einzige fiir den Ablauf der Blutgerinnung Bedeutung, ja ist sogar 
Ursache derselben: die Glykolyse. Durch den Abbau des Zuckers zur 
Milchsaure, die ihrerseits wieder weiter oxydativ zerst6rt wird, kommt 
es zur Bildung von Sauren, die die Umwandlung des Fibrinogens in 
Fibrin verursachen. Verfolgt man das Verhalten der H’-Konzentration 
im gerinnenden Blute, so findet man eine Verschiebung nach der 
alkalischen Seite. Diese Beobachtung wurde zuerst von KugelmaB 
gemacht. Wir konnten sie in einer Nachpriifung vollauf bestatigen. 
KugelmaB deutete diesen Befund richtig als eine Adsorption von H’ 
an die gerinnenden EiweiBkérper. Dieser Befund ist nicht spezifisch 
fiir die Blutgerinnung, er scheint bei allen Flockungen von Eiwei8 
gefunden zu werden. Wir beobachteten diese Adsorption von. H’ auch 
bei der Labgerinnung der Milch. Hirsch fand sie bei Prazipitinreaktionen 
durch Immunsera, desgleichen bei Agglutination von Bakterien. Diese 
Adsorption von H’ ist also ein sekunddrer Vorgang, der mit der eigent- 
lichen Blutgerinnung nichts zu tun hat. Aus der Alkalisierung des 
Milieus, aus dem heraus die Flockung erfolgt, kann man daher keinen 
SchluB ziehen auf die Reaktionen, die zu dieser Flockung fihrten. 
Véllig absurd ware es, daraus schlieBen zu wollen, die alkalische Reaktion 
sei Ursache dieser Flockung. Die groBe Bedeutung der Sauren fiir die 
Gerinnung demonstriert am eindringlichsten die Wirkung der C0O,. 
Es gelingt leicht, durch Einatmung von CO,-Luftgemischen im Tier- 
experiment die Blutgerinnung derart zu beschleunigen, daB das Blut in 
einer halben Minute gerinnt. Auch in vitro l48t sich die Blutgerinnung 
durch CO, beschleunigen. 


80 * 
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Nach Klarung der Frage zwischen dem Zusammenhang von Blut- 
gerinnung und Glykolyse, welche die Glykolyse als Ursache der Blut- 
gerinnung erkennen lieB, wendeten wir uns dem Studium anderer im 
Blute ablaufender Reaktionen zu und untersuchten, ob diese Reaktionen 
irgendwie einen Zusammenhang mit der Blutgerinnung erkennen 
lassen. In erster Linie interessierten uns proteolytische Vorginge. Vor 
allem weil kiirzlich Waldschmidt-Leitz, Stadler und Steigerwald! die 
Méglichkeit, die Blutgerinnung als proteolytischen ProzeB aufzufassen, 
diskutiert haben. Sie ziehen aus der Spaltbarkeit gerinnungshemmender 
Stoffe durch Trypsinkinase, ferner aus der Beschleunigung der Ge- 
rinnung durch Trypsinkinase den SchluB, die Blutgerinnung sei ein 
proteolytischer Vorgang. 


Diese Auffassung von dem Wesen der Blutgerinnung ist einseitig 
und kann der Fiille des beobachteten Tatsachenmaterials nicht véllig 
gerecht werden. Sie ignoriert, daB die Blutgerinnung auch durch andere 
Faktoren beeinfluBbar ist. Wir erinnern hier noch einmal an die Ge- 
rinnungsbeschleunigung durch CO,, an die Gerinnungshemmung durch 
Salze, Heparin, Gallensiuren, Germanin. Derartige Stoffe sind hein 
Substrat fiir eine Trypsinwirkung, Anhiufung von CO, miiBte eine 
Verzégerung der Gerinnung bewirken, wenn die Gerinnung eine 
Trypsinwirkung als Ursache hitte. 


Eine Entscheidung dieser Frage, ob die Blutgerinnung ein pro- 
teolytischer Vorgang ist, hat die Erfassung dabei entstehender Spalt- 
produkte zur Voraussetzung. Spaltstiicke von gréBerem Molekular- 
gewicht waren mit unserer heutigen Methodik sehr schwierig, vielleicht 
gar nicht analytisch faBbar. Hinzu kommt noch die spezielle Schwierig- 
keit, mit der alle Arbeiten in diesem gerinnenden System zu kaimpfen 
haben, die grundlegende Anderung des physikalisch-chemischen Zu- 
standes des Blutes bei der Gerinnung, wodurch eine noch nicht iiber- 
‘ sehbare Mannigfaltigkeit méglicher Adsorptionen entsteht. Giinstiger 
liegen die Verhiltnisse bei den niedersten Abbaustufen, deren Ver- 
mehrung sich in einer Erhéhung der Rest-N-Fraktien des Blutes aus- 
driicken miiBte. Diese niedersten Spaltstiicke sind aber gerade bei 
einer Trypsinwirkung zu erwarten. Auch Aminosiuren werden bei der 
Gerinnung adsorbiert, das bewies Petitjeau? durch Zusatzversuche 
von Aminosiuren zum gerinnenden Blute. Wir lieBen es daher bei 
unseren jetzt zu schildernden Versuchen nicht zur Gerinnung kommen, 
sondern entnahmen kurz vor der Gerinnung unsere Proben zur Analyse. 
Der richtige Zeitpunkt 14Bt sich bei Verwendung des Heubner-Rona- 


1 Naturwissenschaften 16, 1027, 1928; Zeitschr. f. physiol. Chem. 1838, 
39 bis 59, 1929. 
2 C. r. des séanc. de la soc. de biol. 87, 1001. 
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schen Apparates zur Bestimmung der Gerinnungszeit leicht aus der 
verinderten Tropfenfolge ersehen. 


Unsere Versuche gestalteten sich folgendermaBen: 


Gesunden Personen wurde aus der méglichst wenig gestauten Cubital- 
vene mittels paraffinierter Spritze und Kaniile Blut entnommen. Ein Teil 
des Blutes wurde in einem paraffinierten Glase der Gerinnung iiberlassen, 
ein anderer Teil in einem zweiten paraffinierten Glase mit einem gerinnungs- 
hemmenden Mittel versetzt. Sofort wurde gleichzeitig aus beiden Glasern 
eine Probe entnommen, mdéglichst rasch mit Wolframsaéure enteiweiBt und 
der Rest-N-Gehalt ermittelt. Kurz vor der Gerinnung wurde aus dem 
gerinnenden Blute und gleichzeitig aus dem ungerinnbaren eine weitere 
Probe entnommen, rasch enteiweiBbt und eine Rest-N-bestimmung durch- 
gefiihrt. Den Rest-N bestimmten wir in der Parnasschen Apparatur mit 
n/200 H,SO, als Vorlage, deren Abnahme jodometrisch ermittelt wurde. 
Die Blutgerinnungszeit bestimmten wir, wie in allen unseren friiheren 
Versuchen, mit dem Heubner-Ronaschen Apparat. 


Das Ergebnis dieser Versuche ist in Tabelle 1 zusammengestellt. 
In keinem der untersuchten Fille konnten wir eine mit der Gerinnung 
zusammenhangende Anderung im Rest-N-Gehalt des Blutes beobachten. 
Der Rest-N-Gehalt ist in jedem Versuch in allen vier Proben innerhalb 
der Fehlergrenzen der Methode gleich. Es lauft also im gerinnenden 
Blute kein Vorgang ab, der zu einer Erhéhung der Rest-N-Werte fiihrt. 
Tiefgehende proteolytische Spaltungen treten also nicht ein. 


Tabelle I. 
Rest-N bei der Blutgerinnung. 





Gerinnendes Blut Ungerinnbares Blut 











Nr. gleichzeitig mit jemmendes Mitel 
sofort gerinnend sofort gerinnendem 
Blut 
1 28,6 28,8 — 26,9 
2 25,8 26,9 26,0 26,2 | ere 
3 35,8 35,2 35,1 35,6 | — 
4 31,7 30,4 ~ 30,3 ) 
5 28,4 28,3 29,5 27,6 
6 29,1 29.6 29.4 30,1 
7 22.5 22,0 22.8 22,9 Na-Oxalat 
S 25,9 25,0 25.6 25.3 | 
9 21,5 20,8 20,4 20,4 
10 26,9 26,6 _ -— | 
a 21,9 21,7 23,3 23,1 | Na-Fluorid 
12 306 | 304 30,5 30,6 


Auch eine weitere Reaktion, die im Blute zu beobachten ist, die 
Ammoniakbildung, untersuchten wir auf ihren Zusammenhang mit der 
Blutgerinnung. Dank der Arbeiten von Parnas und seinen Mit- 
arbeitern sind wir tiber den Ammoniakgehalt des Blutes gut orientiert. 


—- 
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Er ist im frisch entnommenen Blute sehr gering, steigt aber beim Stehen 
des Blutes mit der Zeit an und erreicht nach 24 Stunden Werte von 
bis zu 2 mg-°,,. Mozolowski! konnte nachweisen, daB ein Teil des beim 
Stehen sich bildenden Ammoniaks durch eine Desaminierung der 
Adenylsiure zur Inosinséure entsteht. Die Quelle des _restlichen 
Ammoniaks ist unbekannt. Man kénnte an Desaminierungen von 
Aminosauren denken, Parnas lehnt indessen auf Grund seiner Versuche 
diese Méglichkeit ab. Die Bedeutung der Ammoniakbildung fiir die 
Blutgerinnung erschien uns vor allem deswegen eines naheren Studiums 
wert, weil, wie wir schon oben auseinandergesetzt haben, der Chemismus 
des gerinnenden Blutes dem des absterbenden Muskels in vielem gleicht. 


Die Ammoniakbestimmungen fiihrten wir mit dem von Parnas? 
angegebenen Apparat in einem Raume aus, der weit weg von be- 
wohnten Raumen und den Laboratorien lag. Bei diesen Versuchen 
gingen wir in gleicher Weise vor wie bei den oben geschilderten Rest-N- 
Versuchen. Wir bestimmten also den Ammoniakgehalt des Blutes 
sofort nach der Punktion, ferner im gerinnenden Blute und gleichzeitig 
in einer anderen durch Zusatz gerinnungshemmender Mittel ungerinnbar 
gemachten Probe. Da die Ammoniakbildung weitgehend durch die 
herrschende Reaktion beeinfluBt wird, tiberschichteten wir das Blut 
mit Paraffin. Uber das Ergebnis dieser Versuche orientiert Tabelle II. 
Immer erwies sich der Ammoniakgehalt des gerinnenden Blutes und 
des ungerinnbaren als gleich groB. Den zur Ammoniakbildung fiihrenden 
Reaktionen kommt also keinerlei Bedeutung fiir die Blutgerinnung zu. 


Tabelle II. 


Ammoniak im gerinnenden Blute. 





Ammoniak-N in mg-°/ 








we, | ne : || nemmondes Mitte! 
i] sofort gerinnend ungerinnbar 

1 7’ 30" — 0,025 0,025 

2 13 12 _ 0,10 0,088 Na-Oxalat 

3 10 15 0,057 0,088 | 008s | 

+ 14 40 0,050 0,045 0,050 

5 10 20 0,055 0,050 0,055 Na-Fluorid 

6 13 40 | 0,038 0,062 0,070 


Von allen sich im Blute abspielenden Reaktionen erweist sich 
also allein die Glykolyse bei der Blutgerinnung beteiligt. Und zwar ist 
sie die Ursache derselben. Alle gerinnungshemmenden Stoffe wirken auf 
dem Wege iiber die Hemmung der Glykolyse. Das durch Trypsinkinase 


1 Diese Zeitschr. 206, 150, 1929. 
2 Ebendaselbst 152, 1 bis 28, 1924. 














nd 
en 
wu. 


ist 
nuf 
Ase 








Blutgerinnung. XXII. 465 


spaltbare Hirudin wirkt so. Wir haben die Hemmung der Glykolyse 
durch Hirudin in einer friiheren Arbeit gezeigt!. Waldschmidt- Leitz 
berichtet iiber die Gerinnungshemmung durch andere von Trypsin- 
kinase angreifbaren Stoffen wie z. B. acetylierten Peptiden. Wir stellten 
daher auch mit solchen Versuche an, um ihre Wirkung auf die Blut- 
glykolyse kennenzulernen. Wir wahlten hierzu ,,Praparat 18 Pro- 
monta*’, von dem uns die chemische Fabrik Promonta eine gréBere 
Menge fiir Versuchszwecke iiberlassen hatte, wofiir wir an dieser Stelle 
unseren Dank aussprechen. 

Praparat 18 hemmt in vitro die Blutgerinnung. Die hemmende 
Kraft ist nicht so ausgesprochen wie bei anderen Stoffen, immerhin ist 
bei Verwendung gréBerer Dosen eine Verlangerung bis auf einige Stunden 
zu beobachten. Fiir unsere Versuche benutzten wir eine Dosis von 
20 mg auf 20ccm Blut. Wie aus Tabelle III hervorgeht, ist die ge- 
rinnungshemmende Kraft dieses Praparates durch die Hemmung der 
Glykolyse bedingt, die wir iibereinstimmend in allen unseren Versuchen 
bestatigt fanden. 

Tabelle III. 
Glykolyse bei der Blutgerinnungshemmung durch Praparat 18 in vitro. 








1 2 3 is ‘ rf : 5 on it Yaa 


Spontan gerinnend. 


Gerinnungszeit. . . . . | 16°40” | 9°30” | 9'80” | 9°20” | 12'20” | 14’ 40” 
Zucker sofort ..... | 105 137 81 135 117 90 
»  germnend ... 96 124 78 126 114 83 
Milchsaure sofort. . . . 16,67 18,89 | 15,75 17,24 15,57 18,22 
‘i gerinnend. . 17,40 20,51 16,89 1843 17438 | 19,05 
Mit Zusatz von Praparat 18. 
Gerinnungszeit. . . . . 21/,h 8h 31/,h 4h 41),b | 4h 
Zucker sofort ..... 100 113 84 134 120 84 
* "> ee 98 113 85 132 117 85 
i Pe: AP 94 i14 86 133 118 81 
“ AMY Rah. eo ge 94 113 82 133 116 81 
Milchsaure sofort. . . . 16,60 | 17,24 15,78 17,39 17,43 | 18,78 
- nach 12’ . . -- 17,04 15,97 17,78 17,95 18,60 
i ae ae 17,00 | 16,98 15,97 18,18 18,30 18,60 
. ia 4 De 17,40, 17,40 16,67 18,34 19,26 19,05 


Die Zucker- und Milchséurewerte in Milligrammprozent. 


Zur Technik dieser Versuche sei bemerkt, da es sich um durch Venen- 
punktion gewonnenes Blut handelte. Ein Teil wurde der spontanen Ge- 
rinnung iiberlassen, der andere Teil mit Praparat 18 in den angegebenen 
Mengenverhaltnissen versetzt. Sofort nach Entnahme und bei Beginn 
der Gerinnung wurde in beiden Glasern der Gehalt an Zucker und Milch- 
séure ermittelt. Zur Bestimmung des Zuckers bedienten wir uns der Methode 
von Hagedorn-Jensen, die Milchséure bestimmten wir nach Dische-Laszlo, 
die Gerinnungszeit mit dem Heubner-Ronaschen Apparat. 


1 Diese Zeitschr. 179, 70 bis 85, 1926. 
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Tabelle IV. 
Der Einflu8 von Praparat 18 auf die Gerinnungszeit in vivo (Kaninchen). 











. Gerinnungszeiten in Minuten iia 

Zeit 

nach Injektion Versuch 1 Versuch 2 | Versuch 3 | Versuch 4 Versuch 5 
30mg prokg 50mg prokg 50mg prokg | 100mg pro kg | 100 mg pro kg 











Vor Injektion 3s] 23’ 25’ 19’ 18’ 

eee > + 51 — — 47 a 
‘Spore 46 _ — 50 Ungerinnbar 
ee ee 27 — _ Ungerinnbar Exitus 
— See 24 150 2 64’ -- 
ce. ° 13 _ ~ 80 oni 
A Ree 5 125 3 80 _ 
gr: 8 8 125 — 78 — 
<< Jee 14 90 -- 71 _ 
' a — 95 -- _ _ 
a — 70 _— — — 


Einige weitere Versuche, bei denen es innerhalb kurzer Zeit zum 
Exitus der Tiere kam, sind auf dieser Tabelle nicht aufgefiihrt. 


In diesem Zusammenhang interessierte uns auch die Wirkung von 
Praparat 18 in vivo. Als Versuchstiere dienten ausschlieBlich Kaninchen. 
Der EinfluB in vivo auf die Gerinnungszeit ist in Tabelle [V zusammen- 
gestellt. Die Wirkungsweise ist nicht ganz einheitlich. Im allgemeinen 
beobachtet man bei geniigend groBer Dosis eine sehr ausgesprochene 
Verlangerung der Gerinnungszeit, die auch langere Zeit anhalt. In 
einigen Versuchen erzielten wir indessen eine starke Beschleunigung. 
Fir die Ursache dieser entgegengesetzten Wirkung haben wir keinerlei 
Anhaltspunkte. Einer praktischen Anwendung von Praparat 18 stehen 
seine erheblichen toxischen Wirkungen im Wege: die wirksame und 
letale Dosis liegen dicht beisammen. Wahrend 30 mg pro Kilogramm 
fast ohne Wirkung sind, ist bei 50 mg pro Kilogramm die Gerinnung 
deutlich verzégert, die Verlangerung betragt einige Stunden. 100 mg 
pro Kilogramm machen das Blut fiir einige Zeit ungerinnbar, indessen 
ist dies die letale Dosis, von vier Tieren gingen zwei im Verlauf von 
20 Minuten nach der Injektion ein, bei einem erfolgte der Tod 2 Stunden 
danach. Der Tod erfolgte unter den Symptomen einer zentralen Atem- 
lihmung. Beim Studium der Glykolyse ergab es sich, daB auch in 
vivo die Gerinnungshemmung durch eine gehemmte Glykolyse bedingt 
ist. Hatte Priaparat 18 eine Gerinnungsbeschleunigung zur Folge, 
erwies sich auch die Glykolyse verstirkt. Die Daten sind aus Tabelle V 
zu ersehen. 


Die Technik dieser Versuche gestaltete sich folgendermaBen: In 
Somnifennarkose wurde in die A.carotis eine paraffinierte Glaskaniile 
eingebunden, aus der dann zu den gewiinschten Zeiten Blut entnommen 
wurde. Die Glykolyse wurde, wie schon oben geschildert, ermittelt. Die 
Gerinnungszeiten bestimmten wir in diesen Versuchen in paraffinierten 
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Reagenzglasern. Die berechnete Dosis von Praparat 18 wurde, in physio- 
logischer NaCl-Lésung gelést, intravenés injiziert. 


Tabelle V. 


Der EinfluB von Praéparat 18 in vivo auf die Glykolyse beim Kaninchen. 





Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 Versuch 4 
1. Vor Injektion. 
Gerinnungszeit. . . . 23’ 21’ 25’ 12’ 
Zuckerabnahme (kurz 
vor der Gerinnung) . 2 mg-% 4mg-% _ 4mg-% 


Milchsaurezunahme 

(kurz vor der Gerin- | 

SS ee ae 0,8 , C4 .. 1,80 mg-% 2,28 , 

2. 30’ nach Injektion 

(50 mg pro kg). 

Gerinnungszeit. . . . 150’ ungerinnbar 2’ 8’ 
Zuckerabnahme (Zeit | 

wie unterl).... 1 mg-% 0 mg-% — 6 mg-% 
Milchsaéurezunahme . 

(Zeit wie unter 1). a « erat — 8,25 , 


3. 60’ nach Injektion. 


Gerinnungszeit. . . . | 125’ ungerinnbar 3’ ~- 
Milchséurezunahme 
(Zeit wie unter 1) . == _— 3,8 mg-% a 


Leider war es uns nicht mdglich, weitere tierexperimentelle Unter- 
suchungen mit dem Praparat 18 durchzufiihren, da uns von der Fabrik 
Promonta weitere Versuchsmengen der Substanz fiir die nichste Zeit 
nicht zur Verfiigung gestellt werden kénnen. 


Keiner unserer geschilderten Versuche la8t eine Beteiligung pro- 
teolytischer Prozesse bei der Blutgerinnung erkennen. Sie bestatigten 
uns aufs neue die tiberragende Bedeutung der Glykolyse fiir die Ge- 
rinnung. Waldschmidt-Leitz erértert die Méglichkeit, daB die Umsiitze 
bei der Proteolyse so geringfiigig sein kénnten, da sie sich bei dem 
heutigen Stande der Analytik einem Nachweis entziehen. Diese Méglich- 
keit ist natiirlich gegeben. Aber wie schon erwahnt bestehen schwer- 
wiegende theoretische Bedenken, die eine Proteolyse als Ursache der 
Blutgerinnung sehr unwahrscheinlich machen. Wir erinnern in diesem 
Zusammenhang noch einmal an die Wirkung der CO,, die wie Trypsin- 
kinase die Gerinnung beschleunigt, ohne daB wir sie etwa als Ursache 
derselben aufzufassen hiétten. Allein dieses Verhalten der CO, macht 
eine Trypsinwirkung auBerst unwahrscheinlich. Bedenkt man ferner, 
daB es méglich ist, die Blutgerinnung derart zu beschleunigen, daB das 
Blut schon innerhalb von Bruchteilen einer Minute gerinnt, dann 
miBte innerhalb dieser kurzen Zeit EiweiB bis auf seine niedersten 
Spaltprodukte abgebaut werden, was bis jetzt noch nie erwiesen wurde. 
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Eine Spaltung in gréfere Bruchstiicke hatte einen gerinnungsverzdgernden 
Effekt, denn die Erhéhung der Léslichkeit und der Schutz gegen Aus- 
flockung durch héhere Spaltprodukte ist schon lange bekannt!. Im 
Gegensatz dazu ist die Glykolyse ein gut meSbarer Vorgang, der in 
allen untersuchten Beispielen sich immer als véllig der Blutgerinnung 
parallel gehend erwiesen hat, nicht nur bei Versuchen in vitro, sondern 
auch in vivo, und der allein die sonst so ratselhafte Blutgerinnungs- 
stérung, die Hamophilie, restlos zu erklaren vermag. 


Zusammenfassung. 


1. Bei der Blutgerinnung tritt keine mebbare Anderung im Rest-N 
Gehalt des Blutes ein. 

2. Es la8t sich auch kein Zusammenhang zwischen der Ammoniak- 
bildung im Blute und der Gerinnung feststellen. 

3. Praparat 18 Promonta, das durch Trypsinkinase spaltbar ist, 
hemmt in vitro und in vivo die Blutglykolyse. Die Intensitat dieser 
Hemmung verlauft der Gerinnungsverzégerung parallel. 

4. Auf Grund der geschilderten experimentellen Untersuchungen, 
sowie auf Grund theoretischer Erwagungen wird die Proteolyse als 
Ursache der Blutgerinnung abgelehnt. 

Unserer technischen Assistentin Frl. Untiedt, die uns bei den Ver- 
suchen behilflich war, sprechen wir an dieser Stelle unseren Dank aus. 


1 Herzfeld und Klinger, diese Zeitschr. 83, 44, 1917. 
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Eine kolorimetrische Mikromethode zur Bestimmung des 
Schwefels§und der Sulfate in biologischen Fliissigkeiten. 


Von 
Konrad Lang. 
(Aus der Staédtischen Krankenanstalt Kiel.) 


(Eingegangen am 28. Juli 1929.) 


Zur Bestimmung von Sulfaten sind mehrere Methoden bekannt, 
die aber alle fiir gréBere Reihenversuche mit kleinen Substanzmengen 
wegen ihrer Umstandlichkeit nicht in Betracht kommen. Am genauesten 
ist ohne Zweifel die gravimetrische Methode, die das zu bestimmende 
Sulfat als BaSO, zur Wagung bringt. Als Mikromethode ist sie wegen 
der schwierigen Filtrierbarkeit des aus sehr verdiinnten Lésungen aus- 
gefallten BaSO, unangenehm zu handhaben, sie erfordert auBerdem 
zur Bestimmung sehr kleiner Substanzmengen eine Mikrowaage. Bei 
groBen Reihenbestimmungen fallt auch ihre Umstandlichkeit erschwerend 
ins Gewicht. Den nephelometrischen Methoden stehen gewisse theo- 
retische Bedenken im Wege, sie erfordern zudem ein kostspieliges 
Nephelometer. Wohl die gebrauchlichste Mikromethode bedient sich 
der Schwerléslichkeit des Benzidinsulfats. Man fallt hierbei das Sulfat 
als schwerlésliches Benzidinsulfat aus und kann wegen der véolligen 
Dissoziation der Benzidinsalze in Benzidin und freier Saure das Sulfat 
azidimetrisch bestimmen. Auch diese Methode ist fiir gréBere Reihen- 
versuche nicht sehr geeignet. Durch die Notwendigkeit, das gefallte 
Benzidinsulfat mehrere Male auszuwaschen, ist die Méglichkeit von 
Verlusten gegeben. AuSerdem ist die Léslichkeit des Benzidinsulfats 
ziemlich betrachtlich, in 10 cem Fliissigkeit befinden sich nach Raschig' 
0,8 mg Benzidinsulfat —  entsprechend 0,28 mg H,SO, — in Lésung, 
die sich also dem Nachweis entziehen. 

Die neue, im nachfolgenden beschriebene Methode ist wesentlich 
einfacher als die genannten Methoden, sie arbeitet rascher und es kénnen 
auch kleinere Substanzmengen zur Verarbeitung gelangen. Das Prinzip 
der Methode besteht in einer Ausfillung der Sulfate als BaSO, durch 


1 Zeitschr. f. angew. Chem. 1903, S. 617. 
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Zugabe von BaCrO, im UberschuB, wobei eine dem ausgefiillten Sulfat 
aquivalente Menge freier Chromsaure entsteht. Das iiberschiissige 
BaCrQ,, das nur in Mineralsauren léslich ist, wird durch Alkalisierung 
mit Ca(OH), ausgefallt, wobei das freie Chromat in Lésung bleibt. Der 
Gehalt an freiem Chromat wird dann durch die Farbenreaktion mit 
Diphenylearbazid auf kolorimetrischem Wege ermittelt, woraus sich 
dann durch eine einfache Rechnung der Sulfatgehalt der angewendeten 
Lésung ergibt. Die Grenzen dieser Methode sind durch die Léslichkeit 
des BaCrO, gegeben. BaCrO, besitzt eine Léslichkeit von der gleichen 
GréBenordnung wie BaSO,. In 10ccm Wasser lésen sich bei 18° 0,038 mg, 
entsprechend 0,015 mg H,S0O,. Es lassen sich also mit dieser Methode 
etwa 20mal so kleine Sulfatmengen bestimmen als mit der Benzidin- 
methode. 


Erforderliche Lésungen: 


1. Eine n/100 BaCrO,-Lésung. 1,2670g BaCrO, werden unter 
Zugabe von 100 ccm n HCl zu 1000,0 gelést. (Da es sich hier nicht 
um eine Oxydation, sondern um die Reaktion H,SO,+ BaCrO, 
= BaCrO, + H,CrO, handelt, betrigt in diesem Falle das Aquivalent- 
gewicht BaCr0O,/2.) 


2. Diphenylearbazidreagenz. 2g Diphenylearbazid werden in 
10 cem Eisessig gelést und 90 ccm 96° igen Alkohols zugefiigt. 


BaCr QO, und Diphenylearbazid stellt man sich am besten selbst dar. 


Darstellung von Bariumchromat. 

24,4 ¢g BaCl, (m/10) sowie 14,7 g K,Cr,O, (m/20) werden in nicht zu 
wenig Wasser gelést und in der Siedehitze die beiden Lésungen ineinander- 
gegossen. Das ausgefallene BaCrO, wird abgesaugt, einige Male mit essig- 
siurehaltigem Wasser ausgekocht, zuletzt mit Wasser so lange ausgewaschen, 
bis das Waschwasser mit dem Diphenylearbazidreagens eine kaum mehr 
merkliche Rotfarbung ergibt. Das so erhaltene Produkt wird dann bei 
110° getrocknet. 


Darstellung von Diphenylearbazid'. 


6g Harnstoff (0,1 mol.) werden mit 21,6 g Phenylhydrazin (0,2 mol.) in 
einem offenen Kolben 45 Minuten iiber kleiner Flamme erhitzt. Es entsteht 
bald eine kraftige N H,-Entwicklung. Man la6t erkalten, wobei der Kolben- 
inhalt zu einem Kristallkuchen erstarrt. Dieser wird zerkleinert und 
griindlich mit Ather zur Entfernung des tiberschiissigen Phenylhydrazins 
verrieben. Die gebildeten Kristalle werden dabei farblos. Man saugt ab, 
trocknet und kristallisiert aus etwa 300ccm kochendem Wasser um. Aus- 
beute 10 bis 15 g der reinen Substanz vom Fp. 164°. 


Die geschilderte Methode kann zur Bestimmung der Sulfate im 
Harn, zur Bestimmung des Gesamtschwefels im Harn nach Veraschung, 


1 Skinner und Ruhemann, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 20, 3372, 1878. 
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sowie zur Bestimmung des Gesamtschwefels des Serums benutzt werden. 
Im folgenden seien die verschiedenen Arbeitsgiinge fiir die verschiedenen 
Zwecke geschildert. 


Ausfiihrung der Sulfatbestimmung im Harn. 


Im Harn unterscheidet man bekanntlich drei Arten von Sulfat. 
Anorganisches, organisches und Gesamtsulfat, das die Summe der beiden 
erstgenannten darstellt. 


1. Bestimmung des anorganischen Sulfats. 


1,0cem Harn wird in einem Zentrifugenglas mit 9,0cem der n/100 
BaCr O,-Lésung versetzt. Wenn das gebildete BaSO, sich zu sedimentieren 
beginnt, fiigt man eine Spatelspitze analysenreines trockenes Ca(OH), 
hinzu und mischt griindlich durch. Nach 5 Minuten zentrifugiert oder 
filtriert man ab. 1,0 ccm des klaren Zentrifugats wird in ein Reagenzglas 
pipettiert, 10ccm Wasser zugegeben und mit 1,0cem des Diphenylcarbazid- 
reagens versetzt und gut gemischt. Es entwickelt sich eine Rotviolett- 
farbung, die man nach 20 Minuten gegen eine Probe kolorimetriert, die 
man sich folgendermaBen bereitet: Je nach der Menge des vorhandenen 
Sulfats fiigt man zu 1 oder 4%cem der n/100 BaCrO,-Lésung 10 bzw. 
10,5 cem Wasser und 1,0 ccm Reagens. 








Tabelle I. 

Kolorimetrische Bestimmungen bekannter Schwefelsdurelésungen. 
N H2S0O, gefunden H,S0O, Theorie Differenz | Differenz 
one mg mg mg %Fo 

1 0,0508 | 0,0490 | 0,018 3,7 
2 | 0,0988 0,0980 0,0008 0,8 
se 0,1497 0,1471 0,0026 1,7 
| 0,1977 0,1960 0,0017 0,9 
5 |i 0,2381 0.2452 | 0,0071 2,8 
Tabelle Il. 
Vergleichend kolorimetrische und gravimetrische Sulfatbestimmung im 
Harn. 
. || HgSO,4 kolorimetrisch HS O, gravimetrisch Differenz 
Nr 
} mg-°/9 mg-°9 9} 
1 52,58 52,78 0,4 
2 61,32 60,34 1,6 
3 223,20 230,02 2,9 
+ 99,42 98,00 4 
5 74,00 74,48 0,6 
6 196,13 196,18 0,4 
7 98,40 96,74 ef 
8 256,63 250,04 2,7 
9 174,90 172,20 1,6 
10 60,62 60,06 0,8 
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Tabelle III. 
Bestimmungen von Cystin. 
N Angewendetes Cystin  H,SO, gefunden H,S0, Theorie | Differenz : 
~ mg mg mg % 
1 0,77 0,6418 0,6354 1,0 
2 0,84 0,7004 0,6904 i4 
3 1,13 0,9256 0,9302 0,5 
4 1,16 0,9651 0,9550 1,7 
5 1,54 1,2510 1,2708 1,6 
6 1,74 1,4430 1,4324 0,7 


Die Berechnung erfolgt nach dem gewéhnlichen Prinzip der kolori- 
metrischen Berechnungen. 1,0ccm n/100 Chromat = 0,4904mg H,SO, 
= 0,4803 mg SO, = 0,1603 mg 8S. Die gefundenen Zahlen miissen mit 
10 multipliziert werden, um die Menge Sulfat in 1,0 cem Harn zu erhalten. 

Die Brauchbarkeit der Methode in reinen Lésungen ist ausgezeichnet. 
Tabelle I gibt hierfiir den Beleg. Da8 sie auch fiir den Harn sehr gute 
Werte ergibt, zeigt Tabelle II, in der die mit dieser Methode gefundenen 
Ergebnisse den in groBen Mengen Harn gravimetrisch ermittelten Zahlen 
gegeniibergestellt sind. Die Differenzen liegen mit zwei Ausnahmen 
unter 2%. . 

2. Bestimmung des Gesamisul/ats. 

1,0 ccm des mit Wasser auf das Doppelte verdiinnten Harns wird in 
einem 10-cem-MeBkolben mit lecem 5%iger HCl versetzt und 1 Stunde 
in ein kochendes Wasserbad versenkt. Nach dem Erkalten wird mit der 
Chromatlésung bis zur Marke aufgefiillt. Der weitere Gang der Bestimmung 
ist der gleiche wie der beim anorganischen Sulfat geschilderte. Beider Be- 
rechnung mu die Verdiinnung des Harns auf das Doppelte beriicksichtigt 
werden. 

3. Bestimmung des organischen Sulfats. 

Es stellt die Differenz aus dem Gesamtsulfat und dem anorgani- 

schen dar. 


Beispiel einer solchen Sulfatanalyse im Harn: 





| Kolorimetrisch | Gravimetrisch 


so So ee ee 
Anorganisches Sulfat. . ... . : 142,89 (| 143,75 
Gesamtsulfat ............ || 192,65 _| 10323 
Somit organisches Sulfat. ..... | 49,76 50,57 


Unter Gesamtschwefel versteht man die Summe von Gesamt- 
sulfat plus allem anderen im Harn auBerdem noch vorhandenen Schwefel. 

Zur Bestimmung des Gesamtschwefels mu8 eine Veraschung voraus- 
gehen. Die Methode hierfiir ist die gleiche wie sie fiir die Bestimmung 
des Gesamtschwefels im Serum zu schildern ist. 


Bestimmung des Gesamtschwefels im Serum. 


Wie schon erwahnt, ist fiir diese Bestimmung eine Veraschung 
des Serums notwendig. Zu diesem Zwecke sind schon eine ganze Reihe 
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von Verfahren ausgearbeitet worden, die aber alle wegen ihrer allzu 
groBen Umstandlichkeit nicht recht befriedigen konnten. Die trockenen 
Veraschungsmethoden fiihren zu einem groBen Salzgehalt der zu 
analysierenden Lésung, der nicht sehr erwiinscht ist. In der Salpeter- 
siure-Perhydrolveraschung fand ich eine ausgezeichnete und dabei ein- 
fache Lésung dieser Frage. Um ein Bild ihrer Zuverlassigkeit zu er- 
halten, erprobte ich sie mit gutem Erfolg an der Veraschung reiner 
Cystinlésungen bekannten Gehalts. Das Ergebnis dieser Versuche ist 
in Tabelle III zusammengestellt. Die Fehlergrenze der mittels Salpeter- 
siure-Perhydrolveraschung und dann anschlieBender kolorimetrischer 
Sulfatbestimmung durchgefiihrten Analysen lag in allen Versuchen 
unter 2%. 


Zur Bestimmung des Gesamtschwefels im Serum pipettiert man in 
einen 10.cem-MeBkolben 0,5cem Serum, fiigt 2ccm rauchender Salpeter- 
siure zu und erhitzt unter vorsichtiger tropfenweiser Zugabe von 
Perhydrol pro analysi auf kleiner Flamme. Insgesamt sind etwa 10 cem 
Perhydrol erforderlich. Man engt stark ein und verdampft schlieBlich 
vorsichtig fast ganz zur Trockne. Es ist unbedingt erforderlich, dab 
das Perhydrol véllig zerstért ist, da sich sonst bei der Zugabe von 
Chromat blaue Uberchromsaure bildet. Nach Erkalten fillt man mit 
der Chromatlésung bis zur Marke auf. Tritt dabei eine eg 
durch Uberchromsiure auf, ist die Probe zu verwerfen. Der weitere 
Gang der Bestimmung erfolgt, wie bei der Bestimmung im Harn an- 
gegeben. Das Kolorimetrieren der Proben mu8B nach 20 Minuten er- 
folgen und nicht wesentlich spater, da durch die von der Veraschung 
herriihrende Salpetersaure das durch das Chromat gebildete Dipheny]- 
carbazon, das die Farbe der Lésung bedingt, unter Entfarbung zerstért 
wird. Bei den Sulfatbestimmungen im Harn, wo ja die Salpeterséure 
fehlt, ist die Farbe durch viele Stunden konstant. Die mit dieser Methode 
erhaltenen 8,-Werte im Serum liegen bei etwa 115 mg-°, in guter 
Ubereinstimmung mit den aus der Literatur bekannten Zahlen. 


Diskussion der Methode. 

Wie aus den beigefiigten Tabellen ersichtlich, ist die Zuverlassigkeit 
der Methode erwiesen. Die besten Resultate erzielt man, wenn von dem 
vorgelegten Chromat 20 bis 80°, verbraucht werden. Darunter und 
dariiber werden die Differenzen gréBer. Fiir die Sulfatbestimmung im 
Harn und im veraschten Serum sind die angegebenen Verhaltnisse am 
giinstigsten. Bei Sulfatbestimmungen fiir andere Zwecke ist unter 
Umstanden die Chromatmenge zu variieren. 


Die Methode ist nicht anwendbar bei Gegenwart gréBerer Mengen 
von Schwermetallsalzen. Eisen stért, wenn es in gréBerer Menge als 
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0,17 mg im Kubikzentimeter in der kolorimetrierenden Lésung vorhanden 
ist. Man kann aber auch noch bei etwas gréBerem Eisengehalt die 
Bestimmungen durchfiihren, wenn man der zu kolorimetrierenden 
Lésung 1 ccm 20% igen HCl zufiigt. 


Zusammenfassung. 


Es wird eine einfach auszufiihrende, mit groBer Genauigkeit 
arbeitende kolorimetrische Mikromethode beschrieben, die gestattet, 
den Sulfatgehalt sowie auch nach Salpetersiure-Perhydrolveraschung 
den Schwefelgehalt biologiseher Fliissigkeiten mit einem durchschnitt- 
lichen Fehler von weniger als 2°, zu bestimmen. 
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Neue Beitrige zur Frage der EiweiSdenaturierung. 


II. Mitteilung: 


Einflu8 von Hitze und ultraviolettem Licht auf die Rotationsdispersion von 
Pseudoglobulinlisungen'. 


Von 
Mona Spiegel-Adolf. 


(Aus dem Institut fiir medizinische Kolloidchemie und aus dem Laboratorium 
fiir Lichtbiologie und Lichtpathologie am physiologischen Institut der 
Universitét Wien.) 

(Eingegangen am 30. Juli 1929.) 

Mit 4 Abbildungen im Text. 


Die durch Hitze- oder Strahleneinwirkung erzeugten Eiweib- 
denaturierungsprodukte kénnen auf verschiedene Weise mittels physi- 
kalisch-chemischer Methoden voneinander differenziert werden. Wird 
z. B. Seralbumin in elektrolytfreiem Zustands diesen denaturierenden 
Eingriffen unterzogen, so kann nur die durch die Hitze gesetzte Ver- 
ainderung, wie Spiegel-Adolf bereits 1925 gezeigt hat®, bei geeigneter 
Versuchsanordnung riickgingig gemacht werden, nicht aber die durch 
Bestrahlung (ultraviolettes Licht®, durchdringende Ra-Strahlung‘, 
Kathodenstrahlen®) bewirkte. In Gegenwart von Siuren oder Alkalien 
durch Hitze oder Strahlen denaturierte Proteine sind zwar mit ge- 
wissen Ausnahmen gleichmaBig in irreversibler Weise verandert, lassen 
aber noch deutliche Unterschiede mit Hilfe der spektrographischen 
Untersuchung im Bereiche kurzwelliger Strahlen erkennen. Wie Spiegel- 
Adolf und Krumpel® gezeigt haben, weist nur das mit ultfaviolettem 
Licht (bzw. mit Radium oder Kathodenstrahlen5) behand:lte EiweiS 
eine merkbare Zunahme der Absorption im kurzwelligen Teile des 


1 Auszugsweise mitgeteilt auf dem RéntgenkongreB in Wien, 20. bis 
22. April 1929 (Diskussionsbemerkung zum Vortrag von Herrn Schwerin), 
sowie im Programm des 1¢ Congrés International d’Actinologie, Paris, 
22.—29. Juli 1929, herausgez. vom Institut d’Actinologie 1929, S. 63. 

2 M. Spiegel-Adolf, Mitteilung auf der IV. Hauptversammlung der 
Kolloidgesellschaft, 5. bis 7. September 1925 in Niirnberg; Kolloid-Zeitschr. 
88, 127, 1926; diese Zeitschr. 170, 126, 1926. 

3 Dieselbe, ebendaselbst 186, 181, 1927. 

4 A. Fernau und M. Spiegel-Adolf, ebendaselbst 204, 14, 1929. 

5 Unveréffentlichte eigene Beobachtung gemeinsam mit Zakowsky. 

® M. Spiegel-Adolf und O. Krumpel, diese Zeitschr. 208, 45, 1929. 
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Spektrums auf. Das erhitzte Ser- und Ovalbumin lassen diese Er- 
scheinung vermissen. 

Bei der Beurteilung unserer spektrographischen Versuche wurde 
stets unentschieden gelassen, wieweit die Zunahme der Absorption 
nach Bestrahlung auf einer chemischen Veranderung des Eiweif- 
molekiils oder auf einen veranderten Dispersitatsgrad der Lésung 
beruhen kénne!. Bei der Bedeutung des Verhaltens bestimmter 
Absorptionsspektra fiir die Charakterisierung der einzelnen Eiweif- 
denaturierungsprodukte sowie zum Verstandnis mancher Formen von 
Denaturierungsvorgiingen erscheint wohl der Versuch geboten, diese 
Frage in gewissem Sinne aufzukliren. Wir haben uns zu diesem Zwecke 
verschiedener, voneinander ganzlich wnabhangiger Methoden bedient 
und wollen zunichst eine Ubersicht derjenigen Versuche anfiihren, in 
welchen wir das optische Drehungsvermégen der fraglichen Eiwei®- 
lésungen bestimmt haben. 

Aus einem zweifachen Grunde diirfte in Hinblick auf unsere Frage- 
stellung die Bestimmung des optischen Drehungsvermégens der be- 
treffenden Lésung als besonders geeignet erscheinen. So wird im all- 
gemeinen angenommen, daB die optische Aktivitat der Lésungen von 
ihrem Dispersitatsgrad unabhangig und daher fiir strukturchemische 
Untersuchungen verwertbar ist. Von diesem Gesichtspunkte ausgehend, 
hat auch Hafner? eine Untersuchung der einzelnen Serumeiwei®kérper 
versucht. Gegenteilige Angaben liegen nur vereinzelt vor, so die Be- 
obachtungen von Krdémer und Fanselow® an Gelatine, die auch ein- 
schligige Beobachtungen an anderen Stoffen (Cellulose, Starke usw.) 
zusammengestellt haben. Lecomte du Noiiy* gibt jedoch hinsichtlich 
von Serum an, daB durch Erwarmung desselben herbeigefiihrte Dis- 
persitatsveranderungen sich wohl in einer zunehmenden _Licht- 
undurchlassigkeit der Fliissigkeit auBern, deren optisches Rotations- 
vermégen jedoch unbeeinfluBt lassen. Somit wire der Nachweis einer 
mit der spektrographischen gleichzeitig erfolgenden Veranderung des 
optischen Drehungsvermégens an und fiir sich bei der Beurteilung der 
denselben zugrunde liegenden Phanomene von Bedeutung. Auf Grund 
der von Drude® und Lowry® festgestellten Beziehungen zwischen Ro- 
tationsdispersion und Absorptionsbanden erscheint es jedoch méglich, 


1 M. Spiegel-Adolf, diese Zeitschr. 197, 197, 1928. 
2 E. A. Hafner, ebendaselbst 165, 424, 1925. 

3 E.O. Kramer und J. R. Fanselow, Journ. of physic. chem. 32, 
894, 1928. 

4 Du Noiiy, P. Lecomte, C. r. Acad. Sci. 188, 660, 1929; Ann. Inst. 
Pasteur 43, 749, 1929. 

5 Drude, Lehrb. d. Optik, 8. 380 bis 381. Hirzel, 1900. 

6° T.M. Lowry, Journ. Chem. Soc. 108, 1062, 1913; 7. M. Lowry 
und 7. W. Dickson, ebendaselbst 108, 1067, 1913. 
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durch Bestimmung der ersteren direkte Anhaltspunkte fiir die Be- 
urteilung des spektrographischen Verhaltens zu gewinnen. 


Fiir die Ausfithrung der im folgenden naher zu beschreibenden Versuche 
stand uns ein groBer Polarisationsapparat von Winkel-Zeiss-Géttingen zur 
Verfiigung. Als Beleuchtungsquelle diente eine Wolframpunktlampe, deren 
Licht durch einen Monochromator zerlegt wurde, so da mit einzelnen 
Spektralbereichen gearbeitet, deren Wellenlangen mit Hilfe eines Ramsden- 
schen Okulars abgelesen werden konnte. Es wurden dabei die fiir die ver- 
schiedenen Spektralbereiche vorgeschriebenen Farbfilter verwendet. Ge- 
arbeitet wurde bei den Wellenlingen 670, 589, 520 und 450my. Von 
einer Eichung des kontinuierlichen Spektrums mit Hilfe eines Linien- 
spektrums haben wir zunachst absehen zu kénnen geglaubt. Die in allen 
Versuchen verwendete Polarisationsréhre hatte eine Lange von 10cm. 

Die folgenden Untersuchungen wurden an Pseudoglobulinlésungen 
ausgefiihrt. Da unsere ersten Versuche iiber die spektralen Anderungen 
von bestrahlten Proteinen an Seralbumin ausgefiihrt worden sind, so war 
es naheliegend, auch das Verhalten der optischen Drehung an diesem Material 
zu studieren. Jedoch hat es Hewitt! wahrscheinlich erscheinen lassen, 
da8 zur Bestimmung der Rotationsdispersion nur das durch Extraktion 
von seinen Lipoidbeimengungen befreite Seralbumin geeignet erscheint 
und auch die Diskrepanzen zwischen seinen Befunden und denjenigen 
von Hafner*® auf Unterlassung der Lipoidbefreiung der Proteine durch 
letzteren Autor bezogen. Aus Vorversuchen, welche wir an elektrodialytisch 
gereinigtem Seralbumin, das bereits, allerdings in héheren Verdiinnungen, 
zu den spektrographischen Versuchen gedient hatte, ausgefjihrt haben, 
ging die Untauglichkeit dieses Materials fiir die vorliegenden Zwecke deutlich 
hervor. Schon im urspriinglichen, 1 °%,igen Préparat waren wegen der gelb- 
lichen Eigenfarbung die Bestimmungen des optischen Drehungsvermégens 
bei A = 450 my mit einer betrichtlichen Unsicherheit behaftet, welche sich 
vielleicht auch darin éuBerte, daB ahnlich wie in der Hewittschen Dar- 
stellung der Hajfnerschen Befunde der Verlauf der Dispersionsisotherme 
betrachtlich von einer Geraden abweicht. Sie schneidet dann die Abszisse 
in einem Punkte, dessen Wellenlange dem Bereich der sichtbaren Strahlen 
entsprechen wiirde. Nachdem auBerdem als Folgeerscheinung der Ein- 
wirkung ultravioletten Lichtes der gelbe Farbton sich bekanntlich noch 
stark vertieft, waren die beabsichtigten Untersuchungen, wie wir uns haben 
iiberzeugen kénnen, an diesem Material nicht méglich. 

Da wir jedoch zu den spektrographischen Untersuchungen nicht 
extrahiertes Protein verwendet und ein begreifliches Interesse hatten, 
das Material unter méglichst ahnlichen Bedingungen in bezug auf das 
optische Drehungsvermégen zu untersuchen, haben wir unsere Versuche 
zundchst an unextrahiertem Pseudoglobulin ausgefiihrt. Dieses war nach 
Entfernung der Am,SO,-Drittelsittigungsfraktion durch Halbsattigung 
mit demselben Salz vom Albumin getrennt, zwélfmal umgefallt, griimd- 
lichst vordialysiert und, nachdem die Leitfahigkeit auf 1 . 10-5 rez. Ohm 
zuriickgegangen war, elektrodialysiert worden. Das Praparat hatte sich 
bei wiederholter bakteriologischer Priifung*® als vollkommen steril erwiesen. 


1 L. F. Hewitt, Biochem. Journ. 21, 216, 1927. 
2 E. A. Hafner, |. c. 
8 M.Spiegel-Adolf und K.F. Pollaczk, diese Zeitschr., erscheint 1929. 
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Die so erhaltene, etwa 2,5°%ige Lésung (N-Gehalt = 14,33°/,) war voll- 
kommen klar, der gelbliche Farbton machte sich in 1 %iger Verdimnung 
auch bei einer Schichtdicke von 10cm nicht mehr oder kaum bemerkbar 
und lie8 Bestimmungen im blauen Lichte mit befriedigender Genauigkeit zu. 


In Vorversuchen konnte nun gezeigt werden, daB eine solche 
Pseudoglobulinlésung ein spezifisches optisches Drehungsvermégen 
[a2] p = — 42° aufwies, das mit dem von Porges und Spiro! fiir diese 
Fraktion angegebenen Wert vollkommen iibereinstimmt. Da es uns 
in der folgenden Untersuchung ausschlieBlich auf die Verainderungen 
ankam, die das optische Drehungsvermégen ein und desselben Pseudo- 
globulinpraparates unter der Einwirkung verschiedener Eingriffe 
erfihrt, haben wir uns mit der obigen Ubereinstimmung begniigt. Wir 
haben an anderer Stelle? die groBen Unterschiede hervorgehoben, die 
die verschiedenen Angaben einzelner Autoren in dieser Hinsicht auf- 
weisen. 


Zur Verhinderung der sichtbaren Fallung von erhitzten und bestrahlten 
EiweiBlésungen wurden zwecks Ermdéglichung einer spektrographischen 
Untersuchung Zusétze von Séuren oder Alkalien verwendet. Da auch 
bei Bestimmung der optischen Drehung ein von Dispersitaétsénderungen 
wahrscheinlich begleitetes Wiederauflésen eines EiweifBniederschlags ver- 
mieden werden sollte, so haben wir die gleiche Versuchsanordnung wie 
oben befolgt. Zur Erzielung von Vergleichsdaten wurde zunachst das 
optische Drehungsvermégen bei verschiedenen Wellenlangen von Pseudo- 
globulinlésungen bei den fiir die Denaturierung verwendeten Zusatzen 
ermittelt. Im Hinblick auf Untersuchungsbefunde von Spiegel-Adolf und 
Oshima*, wonach das Ausma8 der spektralen Anderung nach Bestrahlung 
nicht nur von der Dauer der letzteren, sondern auch von der Konzentration 
der Saéure- und Alkalizusétze abhangt, wurden auch bei den vorliegenden 
Versuchen die Konzentration der Zusitze variiert. Die Denaturierung 
der Pseudoglobulinlésungen durch Erhitzen wurde in gleicher Weise, wie 
es in der Untersuchung von Spiegel-Adolf und Krumpel* beschrieben worden 
ist, ausgefiihrt. Da wir jedoch daselbst haben zeigen kénnen, da’ ein 
Verlangern der Einwirkung der Temperatur des kochenden Wasserbades 
auf 1 Stunde die nach 15 Minuten erzielten Veranderungen nicht wesentlich 
veranderten, so haben wir uns im vorliegenden mit der letzteren Siededauer 
begniigt. Zur Verainderung durch Einwirkung von ultravioletten Strahlen 
haben wir uns, wie in den friiheren Versuchen, einer Quarz-Hg-Dampf- 
lampe von Heraeus-Hanau bedient. Es wurde jene Versuchsanordnung 
getroffen, die erfahrungsgemé8 nach 4 Stunden zu einem quantitativen 
Ausfallen der elektrolytfreien EiweiBlésung bei Vermeidung einer Er- 
warmung iiber 25° gefithrt hatte. SchlieBlich wurde in einer besonderen 
Versuchsserie eine in der oben beschriebenen Weise erhitzte Pseudoglobulin- 
lésung noch nachtriglich bestrahlt. Die spektralen Veranderungen wurden 


1 O. Porges und K. Spiro, Hofmeisters Beitr. 3, 277, 1903. 

2 M. Spiegel-Adolj, Die Globuline. Dresden-Leipzig, Steinkopff, 
im Erscheinen. 

’ M. Spiegel-Adolf und Z. Oshima, diese Zeitschr. 208, 32, 1929. 

* M. Spiegel-Adolf und O. Krumpel, 1. c. 
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fortlaufend mit einem kleinen, mit Fluoreszenzschirm ausgestatteten Spektro- 
graphen beobachtet 

In allen diesen Lésungen wurde bei den eingangs beschriebenen 
Wellenlaingen das optische Drehungsvermégen bestimmt. Nur bei den 
bestrahlt gewesenen Pseudoglobulinlésungen war eine Bestimmung des 
optischen Rotationsvermégens bei 2450 my infolge der durch die Be- 
strahlung hervorgerufenen Gelbfirbung der Lésungen nicht méglich. 
Die auf diese Weise erzielten Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle I 
zusammengestellt . 








Tabelle I. 
} Spezifisches Drehungsvermigen [a] bei den 
Nr. | Eiweiflésungen Wellenlangen 
} 450 uu 520 uu 589 uu 670 uu 
1 1 %ig. Pseudoglobulin (Ps) . 80 57 ' By 82 
2 1 %ig. Ps, 0.04n NaOH. . 120 96 77 53 
3 Nr.2 beswablt.. ..... —_— 64 47 32 
4 1 %ig. Ps,0,0in NaOH. . 68 53 40 30 
5 Nr. 4 bestrahlt ...... -- 62 44 32 
6 Nr.4 gebocht ...... 99 74 60 44 
7 1%ig. Ps, 0,04n HCl. . . 116 91 73 53 
8 Nr.7 bestrahit ...... -- 63 45 33 
9 1%ig. Ps, 00in HCl... 86 64 50 35 
10 Nr.9 gekocht ...... 100 80 60 45 
11 Nr.9 bestrahit ...... 80 68 } 48 32 
12 Nr. 4 gekocht und bestrahlt — 74 56 40 


Als MaB iiir die Rotationsdispersion wird von Rupe! und anderen 
Autoren R = [a], — [a] angegeben. Als besonders charakteristisch 
fiir verschiedene Klassen organischer Verbindungen erweist sich der 
Dispersionsquotient [@],/[a]¢. Um nun einen direkten zahlenmaBigen 
Vergleich der von uns gefundenen Daten mit den eben angefiihrten 
Angaben zu erméglichen, haben wir aus der graphischen Darstellung 
(s. weiter unten) der Werte von Tabelle I die spezifische Drehung fiir 
die Linie F = 486,l mu und C = 656.3 my ermittelt. Vgl. hierzu 
Tabelle II. 

Betrachten wir zunachst die Verainderungen, welche die Dispersions- 
differenz von 1°, Pseudoglobulin unter dem Einflu8B von Zusitzen und 
verschiedenen Eingriffen erfahrt, so sehen wir, daB die Wirksamkeit 
der Laugen- und Saurezusitze von der Konzentration der letzteren 
weitgehend abhangig ist. Jene Konzentrationen, welche erwiesener- 
maBen von der vorhandenen EiweiBmenge noch nahezu_ vollstandig 
gebunden werden, verursachen keine oder eine nur geringfiigige Anderung 
der Dispersionsdifferenz. Die letztere erweist sich bei Vervierfachung 


1 A. Rupe, Liebigs Ann. 409, 327, 1915; Walden, Ber. d. Deutsch. 
chem. Ges. 36, 781, 1903; Guge und Wassmer, Journ. Chim. Phys. 1, 257, 1903. 
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dieser Zusitze hingegen betrachtlich erhéht, sowohl bei Verwendung 
von NaOH als bei HCl-Zusatz. 





Tabelle II. 
a” eee Dispersions- 
Nr. Lésung {a} fale di brens = bag oe 
fajp—lale | —_F 
[a}¢ 
1 Oe OR oh gore 66,7 33,9 os | 197 
2 1 %ig. Ps, 0,04n NaOH. . 111,1 55,5 55,6 2 
3 oe ee ae 100 34,5 65,5 2,9 
4 1%ig. Ps, 0,0in NaOH . 60 31,7 28,3 1,9 
5 Nr. 4 bestrahlt. ..... 74 33,7 40,3 2,2 
6 s.r 87 45,4 41,6 1,9 
7 1%ig. Ps, 0,04n HCl. . . 105,2 55,5 49,7 1,9 
8 We. 0 WOE kk 77 35,7 41,3 2,47 
9 1%ig. Ps, 0,0in HCl... 71,4 37,9 33,5 1,88 
10 3 a 90,9 47,6 43,3 1,9 
11 Nr. 9 bestrablt...... 76,9 34,5 42.4 2,2 
12 Nr. 4 gekocht und bestrahlt 87 41,6 45,4 2,1 


Erhitzen der mit Alkali oder Saure versetzten Fliissigkeiten be- 
wirkt eine betrichtliche Erhéhung der Dispersionsdifferenz. Diese 
Angaben beziehen sich auf Pseudoglobulin mit verhaltnismaBig niedrigen 
Saure- oder Laugenzusitzen. Dab aber auch die Hohe der letzteren 
von maBgebendem Einflu8 auf das Ausmaf der durch einen 
denaturierenden Eingriff bedingten Anderung der Dispersionsdifferenz 
sein kann, geht aus dem Verhalten des bestrahlten EiweiBes hervor. 
Einwirkung von ultraviolettem Licht erhéht im allgemeinen den Wert 
[a]p — [a]¢. Wird jedoch die Bestrahlung an Pseudoglobulin in Gegen- 
wart von 0,04n HCl ausgefiihrt, so tritt statt der Erhéhung eine Ver- 
minderung der Dispersionsdifferenz ein. 

Vergleicht man nun die durch Erhitzen und Bestrahlen hervor- 
gerufenen veranderten Dispersionsdifferenzwerte, so sehen wir, dab 
diese weitgehend miteinander iibereinstimmen, so da sie praktisch 
vielleicht als identisch anzusprechen sind. 

Zu ganz anderen Ergebnissen gelangt man jedoch, wenn man die 
Dispersionsquotienten einer vergleichenden Betrachtung unterzieht. 
Ein Blick auf die letzte Kolumne von Tabelle II lehrt zweierlei: Saure- 
und Alkalizusitze verschiedener Konzentrationen, sowie Erhitzen der 
Lésung andert deren Dispersionsquotienten, die zwischen 1,88 bis 2,00 
liegen, nicht oder nur in unwesentlicher Weise!. Hingegen bedingt 
die Bestrahlung durchgehend eine Erhéhung dieser Werte von 2,2 


1 Eigene, noch nicht abgeschlossene Untersuchungen an Casein haben 
zu ganz ahnlichen Befunden gefiihrt. 
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ung ; bis 2,9*. Das EiweiB, das zugleich gekocht und bestrahlt worden ist, 
' nimmt eine Mittelstellung zwischen diesen beiden Gruppen ein. 

Vergleichen wir zuniachst die vorliegenden Daten mit den Angaben 

der Literatur, so sehen wir, daB der von uns gefundene zahlenmaBige 

ane Wert fiir die Dispersionsdifferenz des Pseudoglobulins nicht unwahr- 
_— scheinlich ist. So beobachtet Rupe, der an einer ganzen Reihe von 
organischen Verbindungen die Rotationsdispersion studiert hat, daB 
[a]~ —[@]¢ = [a]p oder [a], betragt. Wie aus der Tabelle hervorgeht, 
; entspricht der von uns gefundene Wert ziemlich genau der letzteren GréBe 
des Pseudoglobulins. Hinsichtlich der von Rupe, Walden, Guy und 
Wassmer beobachteten Konstanz der Dispersionsdifferenz fiir Sub- 
stanzen derselben Klasse von Verbindungen sei auf den EinfluB ver- 
wiesen, den Saure- und Alkalizusitze bestimmter Konzentrationen 
austiben. Die durch letztere bedingten Veranderungen iibertreffen 
z. B. die von Hafner zwischen Albumin und Globulin gefundenen Diffe- 
renzen (aus den zahlenmaBigen Angaben dieses Autors ergibt sich fiir 
die Dispersionsdifferenz des Globulins [a], —[a]¢= 68,5, fiir das 
Albumin 66,5) in betrachtlicher Weise. Weitere Untersuchungen werden 
“s8 zeigen miissen, wieweit die durch Saure- oder Alkalizusatz bedingten 
Anderungen der Dispersionsdifferenz reversibler Natur sind. Die an 


on 


sich irreversiblen Veranderungen nach Erhitzen und Bestrahlen be- 
ee dingen auch eine ausgiebige Anderung der Dispersionsdifferenz, doch 
a kommen in letzterer die mit Hilfe anderer Methoden wahrscheinlich 
cane gemachten Unterschiede in den Produkten dieser beiden Eiweif- j 
arg denaturierungsverfahren nicht zum Ausdruck. 
Vert Wir haben bereits oben betont, daB ein Vergleich der Dispersions- 
sen- quotienten in letzterer Hinsicht aufschluBreicher erscheint. Dieser 
“ae Eindruck diirfte noch verstaérkt werden durch eine Gegeniiberstellung 
der an organischen Substanzen gewonnenen Ergebnisse. So gibt schon 
on. Tschugaeff' den Dispersionsquotienten von Ketonen mit 2,69 bis 2,80 
daB an, bei homologen, optisch-aktiven Substanzen findet Rupe 1,89 bis 2,1. 
hei SchlieBlich fiihrt neuerdings Kaegi* an, daB fiir ganz normale, gesittigte, 
optisch-aktive Substanzen der Dispersionsquotient 1,8 bis 1,9, bei 
die Ketonen 2,5 betragt. Beim Vergleich dieser Daten mit den von uns 





eht gefundenen diirfte sich zwanglos ergeben, daB das unverinderte Pseudo- 
globulin ohne und bei verschiedenen Saure- und Laugenzusatzen sich 








ure- 

der | Kis Tw 

2 00 ; * Auch Einwirkung durchdringender Ra-Strahlung (vgl. eine spatere 

. Mitteilung gemeinsam mit A. Fernau) auf das gleiche Praparat fiihrt eine 

ingt ganz ahnliche Verainderung herbei. 

2,2 i 1 Tschugaeff, Zeitschr. f. physik. Chem. 76, 469, 1911; Bull. soc. chim. 
(4) 11, 718, 1912. 


uben : 2 H. Rupe, |.c. 
; * H. Kaegi, Liebigs Ann. 420, 33, 1920. 
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wie eine normale, gesattigte, optisch-aktive Substanz verhilt. Diese 
Feststellung stimmt vollstandig tiberein mit unseren Kenntnissen von 
den Eigenschaften der Proteine. Denaturieren durch Erhitzen bedingt 
keine Anderung des Dispersionsquotienten. Auch diese Feststellung 
14Bt sich mit unseren Untersuchungsergebnissen an hitzeveranderten 
Proteinen gut vereinen. Wir fassen auf Grund der von uns _nach- 
gewiesenen Reversibilitat der Hitzeveranderungen des Seralbumins 
gemaB den von Hofmeister, Robertson, Pauli formulierten Theorien 
den primaren Vorgang der Hitzedenaturierung der Proteine als eine 
Dehydratation derselben, eventuell unter RingschluBbildung, auf. Es 
diirfte mit dieser Vorstellung im Einklang stehen, daB mit dieser Ver- 
anderung nicht notwendig eine Modifikation der optisch-aktiven 
Gruppen des EiweiSmolekiils verbunden ist. Trotzdem das von uns 
verwendete Pseudoglobulin nach Erhitzen in elektrolytfreiem Medium 
nur in sehr beschranktem Mafe riickverwandelbar ist, dem in Alkali- 
gegenwart denaturierten Seralbumin diese Eigenschaft abgeht, glauben 
wir doch, daB die Hitzeverinderung dieser Proteine auf dem gleichen 
Grundvorgang beruht, zu dem eventuell noch sekundare Prozesse 
hinzukommen. 

Wir haben bereits in einer friiheren Arbeit alle jene Momente 
erértert, welche fiir die Annahme zu sprechen scheinen, daB bei den 
Veranderungen, welche EiweifS unter der Einwirkung kurzwelligen 
Lichtes erfahrt, nebst den Modifikationen mehr physikalisch-chemischer 
Natur auch solche rein chemischen Charakters erfolgen. Zufolge den 
Versuchsergebnissen von Neuberg!, Pincussen®, Harris® u.a. scheinen 
diesem Vorgange im wesentlichen Desaminierung und Oxydationen 
zugrunde zu liegen*, die Desaminierung von Aminosauren unter gleich- 
zeitiger Oxydation fiihrt nach Abderhalden® zu Ketonsiuren. Manche 
von diesen, wie z. B. die Brenztraubensaure, besitzen alle Eigenschaften 
eines Ketons. In diesem Zusammenhang erscheint es besonders be- 
merkenswert, daB das durch Bestrahlung denaturierte EiweiB nun auch 
eine Anderung seines Dispersionsquotienten erkennen 148t, wodurch 
der letztere Werte aufweist, dié den fiir Ketone als charakteristisch 
beschriebenen genau entsprechen. Es lassen sich somit auch die Er- 
fahrungen hinsichtlich der Rotationsdispersion des bestrahlten Proteins 
mit den friiheren Vorstellungen tiber den Denaturierungsvorgang bei 
diesen Substanzen gut in Ubereinstimmung bringen. 


C. Neuberg, diese Zeitschr. 18, 305, 1908; 29, 279, 1910. 

L. Pineussen, Ergebn. d. Physiol. 19, 145, 1921. 

D. Th. Harris, Biochem. Journ. 20, 271, 280, 288, 1926. 

Vgl. M. Spiegel-Adolj, Ergebn. d. Physiol. 27, 832, 1928. 

E. Abderhalden, Lehrb.d. physiol. Chem. Urban und Schwarzenberg. 
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Entsprechend unseren oben auseinandergesetzten Ansichten iiber 
die Grundvorgange, welche einerseits der Hitzedenaturierung, anderer- 
seits der Lichtverinderung zugrunde liegen, scheinen dieselben ver- 
schiedener und in gewissem Sinne entgegengesetzter Natur zu sein. 
Hingegen miBten diese Unterschiede zum gréBten Teil nicht vorhanden 
sein, wenn gemaB der Meinung einer Anzahl von Autoren auch die 
Hitzeveranderungen im wesentlichen hydrolytische Veranderungen 
am EiweiBmolekiil darstellen. Die folgenden Versuche wurden nun 
aus dieser Uberlegung ausgefiihrt: Falls zwei Eingriffe eine ahnliche 
Wirkung hervorbringen, kann man auch am Eiweif, auf welches sie 
hintereinander zur Geltung kommen, erwarten, daB sich deren Wirkung 
summiere. Im Falle jedoch die Veranderungen entgegengesetzte Mo- 
difikationen hervorrufen, so ist es méglich, daB auch der Gesamteffekt 
aus beiden Eingriffen gegeniiber einem einzelnen verringert_erscheint. 

Es wurde daher unsere Pseudoglobulinlésung in der bereits beschriebenen 
Weise der Hitzeeinwirkung unterzogen und nochmals festgestellt, dab 
auf diesen Eingriff keine Anderung des Dispersionsquotienten entsteht. 
Hierauf wurde die erhitzte Lésung auf gleiche Art wie die unyverinderten 
Lésungen bestrahlt. 

Wie aus der Tabelle II hervorgeht, liegt der Dispersionsquotient 
einer so behandelten Lésung zwischen den Werten fiir normale und 
erhitzte Lésungen einerseits und denjenigen fiir bestrahlte Lésungen 
andererseits. Die durch die Erhitzung gesetzten Veranderungen scheinen 
somit im gewissen Mabe denjenigen entgegenzuwirken, die die Be- 
strahlung hervorbringt. Auch dieses Ergebnis, das noch auBerdem 
durch spektroskopische Untersuchungen im kurzwelligen Lichte (siehe 
weiter unten) bestatigt werden konnte, ist mit den von uns heran- 
gezogenen Vorstellungen vereinbar und scheint eher gegen die An- 
sichten zu sprechen, daB sowohl Hitze- als auch Strahlendenaturierungen 
des Proteins auf hydrolytische Veranderungen des letzteren im wesent- 
lichen zuriickgehen. 

Bereits Hewitt hat gezeigt, daB, falls man die von Lowry und Dickson 
empfohlene graphische Darstellungsweise verwendet, wobei als Ordinate 
die reziproken Werte der spezifischen Drehung [a], als Abszisse die 
Quadrate der Wellenlangen in Mikron aufgetragen werden, fiir alle 
Proteine einschlieBlich des Pseudoglobulins die Werte auf gerade Linien 
zu liegen kommen. Auch die von Hafner angegebenen Daten fiir das 
Globulin gehorchen, wie wir uns haben nachtraglich tiberzeugen kénnen, 
im Gegensatz zum Gegenstand der Kritik Hewitts hinsichtlich der 
Albuminwerte, der gleichen GesetzmaBigkeit. Verwenden wir nun das 
gleiche Darstellungsverfahren fiir die in Tabelle I enthaltenen Werte, 
so sehen wir, wie aus den folgenden Abbildungen hervorgeht, daB auch 
unsere experimentell gefundenen Resultate fiir genuines Pseudoglobulin 
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mit und ohne Saure- oder Laugenzusitze, fiir gekochtes und bestrahltes, 
sowie solches, an dem beide Eingriffe ausgefiihrt worden sind, an- 
nihernd vollstandig auf gerade Linien zu liegen kommen. Diese Tat- 
sache gestattet verschiedene Uberlegungen. 

Zunachst spricht nach Lowry und Dickson! der lineare Verlauf der 
Dispersionsisothermen fiir ein normales Verhalten der Rotations- 
dispersionen, d. h. fiir eine Bestimmung der letzteren geniigt das erste 
Glied der Drudeschen Gleichung. 

Da wir, wie bereits erwahnt, keine Abweichung von den Normal- 
zahlen feststellen konnten, liegt kein Anhaltspunkt vor, etwa an eine 
anormale Dispersion im Sinne von Rupe zu denken, welche Annahme 
iiberdies von Lowry und Abram? abgelehnt wird. Auch die Tatsache, 
da die durch Bestrahlung erzeugte Modifikation des Eiweifes einen 
normalen Rotationsverlauf aufweist, spricht nicht gegen die sonstigen 
einschlagigen Erfahrungen. So hebt Akerman® ausdriicklich hervor, 
dai zwei Kérper mit verschiedenen charakteristischen Wellenlingen, 
auch wenn sie derselben Reihe angehéren, durchaus normale Rotations- 
dispersion zeigen kénnen. Unter charakteristischer Wellenlinge A, 
bzw. deren Quadrat wird bei der obigen Darstellung bekanntlich der 
Schnittpunkt der Dispersionsisotherme mit der Abszisse bezeichnet. 
Sie entspricht gleichzeitig der Wellenlinge der charakteristischen 
Absorptionsbande der betreffenden Substanz. In Ubereinstimmung 
mit den Ergebnissen der spektrographischen Untersuchungen ist das 
aus der Rotationsdispersion zu ermittelnde 4, des Pseudoglobulins im 
Bereiche des Ultravioletts. In gleicher Weise wie bei Hewitt scheint 
jedoch nicht die erste, nach neuesten Ergebnissen von S piegel-Adolf und 
Krumpel* bei 4 = 2625 A liegende Absorptionsbande, sondern solche 
kiirzerer Wellenlangen fiir die Rotationsdispersion bestimmend zu sein. 

Vergleichen wir nun die Schnittpunkte der verschiedenen Dis- 
persionsisothermen mit der Abszissenachse, so sehen wir, daB Saure- 
und Laugenzusatze in den von uns verwendeten Konzentrationen A, 
nicht verandern. Es scheint dies durchaus in Ubereinstimmung mit 
unseren sonstigen Erfahrungen (Pauli und Samec®), wonach die durch 
Siuregegenwart bedingten Anderungen der optischen Rotation nach 
Beseitigung oder Neutralisation der Saure bzw. Lauge wieder auf den 
Ausgangswert der reinen Proteinlésung zuriickgehen und der Fest- 


1 Lowry und Dickson, |. c¢. 

2 Lowry und Abram, Journ. chem. soc. 115, 300, 1919. 

3 4A. Akermann, Liebigs Ann. 420, 1, 1920. 

4 M. Spiegel-Adolf und O. Krumpel, noch unveréffentlicht, vgl. auch 
M. Spiegel-Adolf, Die Globuline. Dresden-Leipzig, Th. Steinkopff, er- 
scheint 1929. 

5 Wo. Pauli und M. Samec, diese Zeitschr. 59, 470, 1914. 
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Abb. 1. 
In Abb. 1 bis 4 entsprechen die Bezeichnungen der Kurven den in Tab. I enthaltenen 
Nummern der Eiweiflésungen. 



































Abb. 3. 
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stellung von Akerman, daB 4,” konstant ist, wenn der asymmetrische 
Komplex nicht in Mitleidenschaft gezogen worden ist. Endlich sind 
unsere Versuchsergebnisse auch in Ubereinstimmung mit Angaben 
von Hewitt, der findet, daB8 Anderungen des py-Wertes von Seralbumin 
von 4,9 bis 7,2 die Rotationsdispersion nicht wesentlich beeinfluBt. 
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Abb. 4. 


Steigerung des Alkalizusatzes zu Pseudoglobulin von 0,01 auf 0,04 n 
bedingt, wie wir uns in spektroskopischen Untersuchungen haben iiber- 
zeugen kénnen, eine Verstarkung der Absorption gegen das Bereich 
langerwelliger Strahlen hin. Die aufhellende Wirkung des im gleichen 
MaBe gesteigerten HCl-Zusatzes war hingegen weniger deutlich. 
Trotzdem war in keinem der beiden Fille eine deutliche Veranderung 
von A, nachweisbar. Dieses Verhalten, welches vielleicht nur auf eine 
relative Unempfindlichkeit der Methode zuriickzufiihren ist, wiirde der 
Erklarung von Wo. Ostwald! ensprechen, der das oben beschriebene 
spektrale Verhalten auf Dispersititsveranderungen bezieht. Auf eine 
andere Erklarungsméglichkeit, welche die im Saure- bzw. Laugen- 
iiberschuB veranderte Proteinsalzbildung beriicksichtigt, wird noch an 
anderer Stelle eingegangen werden. 

Wir haben, wie bereits erwaihnt worden ist, in gemeinsamer Unter- 
suchung mit Krumpel gezeigt, daB Erhitzen das Absorptionsspektrum 
verschiedener Albumine nicht in nennenswerter Weise modifiziert, bzw. 
da8 diese Veranderungen merklich hinter den durch Bestrahlung hervor- 
gebrachten zuriickbleiben. Da keine Ursache besteht, fiir das Pseudo- 
globulin nicht ein ahnliches Verhalten anzunehmen, so erscheint die 
Tatsache verstindlich, daB die Dispersionsisotherme des erhitzten 


1 Wo. Ostwald, Licht und Farbe in Kolloiden. Dresden und Leipzig, 
Steinkopff, 1924. 
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rische Pseudoglobulins die Abszisse im gleichen Punkte schneidet wie die des 
sind [fF nicht erhitzten Proteins. 
raben —F Von besonderem Interesse erscheint uns das Verhalten des be- 
umin f[ _ strahlten Pseudoglobulins. Wir haben seinerzeit in Fortsetzung unserer 
‘luBt. : Studien am Seralbumin gezeigt, daB auch Pseudoglobulin nach Ein- 
_  wirkung von ultraviclettem Licht eine Zunahme seiner Absorption 
| im Bereich der langerwelligen Strahlen aufweist. Die graphische Dar- 
: stellung der Dispersionsisothermen zeigt nun tatsachlich, daB dieselben 
| die Abszisse bei einer hGheren Wellenlange schneidet als die des normalen 
und des erhitzten EiweiBes. Dies wiirde also bedeuten, daB die Rotations- 
dispersion des bestrahlten Proteins durch eine Absorptionsbande héherer 
Wellenlange bestimmt wird}. Auffallend erscheint dabei, da8 ebenso 
wie bei der Verstarkung der Absorption nach Bestrahlung, Saure- und 
Laugenzusatze in gleichem Sinne zu wirken scheinen und beide eine 
gleichsinnige Verinderung des urspriinglichen 4, bedingen. “ Hingegen 
scheinen die vorliegenden Daten nicht ausreichend, um die von S piegel- 
Adolf und Oshima? nachgewiesene Abhangigkeit der Absorptionszunahme 
mit der Steigerung der Konzentration der Zusatze hinsichtlich der gleich- 
zeitigen Anderungen der charakteristischen Wellenlangen zu verfolgen. 
Die Ubereinstimmung in den Ergebnissen der spektrographischen 
4 n Untersuchungen und derjenigen, die die Rotationsdispersion betreffen, 
* : erstreckt sich auch auf das Verhalten jener Pseudoglobulinprobe, welche 
er- ; ’ ; . 
nn d zuerst erhitzt und hierauf bestrahlt wurde. In spektroskopischen 
am t Untersuchungen war gezeigt worden, daB die Absorptionszunahme 
‘ ; gegeniiber derjenigen der nur bestrahlten Léisung verringert ist. Die 
ich. ; ae . . —aar 
Dispersionsisotherme der Lésung, welche beide Eingriffe erfahren, hat 
ung ; ; : ' 
te nun ihren Schnittpunkt zwischen dem des genuinen und dem des bestrahlt 
gewesenen Pseudoglobulins. 
der ears ; ; " 
inka . Als vorlaufige Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung lassen 
_, sich somit folgende Tatsachen hervorheben: Neben der Reversibilitat 
em und dem Verhalten bei der spektrographischen Untersuchung gibt uns 
die Bestimmung der Rotationsdispersion ein weiteres Mitte] an die Hand, 
an " " , Dy! . . 
um Unterschiede zwischen EiweiBdenaturierungsprodukten, die durch 
i Hitze und solche die durch Strahleneinwirkung hervorgebracht worden 
“em sind, festzustellen. Das Verhalten der Rotationsdispersion sowohl beim 
te . erhitzten als auch beim bestrahlten Pseudoglobulin lassen sich mit 
or- . ' Neueste, noch unverdéffentlichte Versuche gemeinsam mit A. Fernau 


lo- H iiber die Rotationsdispersion von mit durchdringenden Ra-Strahlen be- 
i] handeltem Pseudoglobulin lassen ganz ahnliche Verhaltnisse erkennen, die 
auch im Hinblick auf das von Spiegel-Adolf und Krumpel festgestellte 
erhéhte Absorptionsvermégen KRa-bestrahlten Seralbumins eine weit- 
| gehende qualitative Ubereinstimmung mit den obigen Befunden auf- 
ig, i weisen diirften. 

2 M. Spiegel-Adolf und Z. Oshima, 1. c. 
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den von uns angenommenen Deutungen der beiden Denaturierungs- 
prozessen zugrunde liegenden chemischen Veranderungen am Eiwei8- 
molekiil zwanglos in Ubereinstimmung bringer. Ahnliches gilt fiir die 
spektrographischen Untersuchungsergebnisse an erhitzten und _be- 
strahlten EiweiSlésungen. Der Umstand, daB die Verainderungen, die 
die aus der Rotationsdispersion zu ermittelnde charakteristische Ab- 
sorptionsbande unter dem EinfluB von Hitze und Bestrahlung bei ; 
verschiedenen Zusiatzen erfahrt, gleichsinnig mit dem spektralen Ver- | Ge 
halten erfolgen, scheint dafiir zu sprechen, daB auch das letztere, zum 
Teil wenigstens, auf chemischen Verainderungen beruht. 

Die Untersuchungen werden in verschiedenen Richtungen fort- 
gesetzt. Bei den spektroskopischen Untersuchungen wurde ein Apparat 
verwendet, welcher Herrn Prof. Hausmann von der Notgemeinschaft der 
Deutschen Wissenschaft leihweise tiberlassen wurde. Dieser sei auch 
hier der aufrichtige Dank der Verfasserin ausgesprochen. 











Zusammenfassung. 

1. In der vorliegenden Arbeit wird die Rotationsdispersion von Be 
Pseudoglobulinlésungen mit Saure- und Laugenzusitzen nach Erhitzen | = 
und Bestrahlung mit dem Lichte einer Quarzquecksilberdampflampe , a 
untersucht. jie 

2. Die Dispersionsquotienten liegen bei normalem und erhitztem ge 
Pseudoglobulin bei verschiedenen Zusitzen zwischen 1,88 bis 2,00, bei tae 
bestrahltem zwischen 2,2 bis 2,9; fiir Pseudoglobulinlésungen, die sowob] Pr 
erhitzt als auch bestrahlt worden sind, zwischen diesen Werten, von be 
denen die ersteren den Dispersionsquotienten normaler, gesittigter - 
Verbindungen, die letzteren den entsprechenden Werten fiir Ketone B 
nahekommen. K 

3. Werden die Werte fiir das spezifische optische Drehungsvermégen : R 
bei verschiedenen Wellenlangen entsprechend der von Lowry und si 
Dickson angegebenen Methode graphisch dargestellt, so erweist sich - 
der Verlauf der einzelnen Dispersionsisothermen praktisch als linear, 
woraus auf eine normale Rotationsdispersion geschlossen wird. ee. 

4. Die charakteristische Wellenlainge 4, bleibt bei verschiedenen 7 
Zusitzen zum Pseudoglobulin, sowie beim Erhitzen desselben un- D 
verandert, zeigt jedoch bei Bestrahlung in Siaure- oder Alkaligegenwart Z 
eine merkliche Zunahme. K 

5. Es wird auf die Beziehungen hingewiesen, welche zwischen den hi 
vorliegenden Resultaten und friiheren theoretischen Ergebnissen 
hinsichtlich des Wesens verschiedener Denaturierungsvorginge und 
den Erfahrungen, welche das spektrale Verhalten bestrahlter und er- 
hitzter Eiweiflésungen betreffen, sich feststellen lassen. v 
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Gewinnung von Methylglyoxal bei der Spaltung von Zucker 
durch Hefen-mazerationssaft. 


Von 
César Pi-Suner Bayo (Barcelona). 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 18. Juli 1929.) : 


Bei verschiedenen glykolytischen Vorgingen nimmt die Desmolyse 
nachweislich ihren Weg iiber das Methylglyoxal. Biindig und iiber- 
zeugend ist dieses fiir die Zuckerspaltungen gezeigt worden, die durch 
die Hefe!, durch echte Milchsiurebazillen? sowie durch das Bacterium 
lactis aerogenes* bewirkt werden. Die Methode, die dabei dum Ziele 
gefiihrt hatte, ist mit Erfolg auch auf die desmolytischen Vorginge in 
tierischen Zellen angewendet worden*. Mit dem Verfahren, das im 
Prinzip auBerst einfach ist, kann das Methylglyoxal in groBen Mengen 
beim Kohlehydratabbau gefaBt werden, zum Teil in Ausbeuten, die 
an 100°, der theoretischen Méglichkeit heranreichen. Damit war der 
Beweis geliefert, daB der im Schema der Zuckerspaltungen vorgesehene 
Ketonaldehyd der C,-Reihe tatsachlich die ihm zugeschriebene wichtige 
Rolle besitzt, die friiher nur indirekt erschlossen werden kennte, haupt- 
sichlich aus seiner physiologischen Angreifbarkeit, seiner Dismutation 
zu Milchsdure (vgl. auch die folgende Mitteilung). 

Wie erwahnt, ist der glykolytische Apparat der Hefe bereits gepriift 
worden, und zwar der von frischen Ober- und Unterhefen, von Trocken- 
unter-hefe sowie von Alkohol-ather-praparaten aus untergariger Hefe. 
Da nun die alkoholische Girung ein Prototyp der biochemischen 
Zuckerspaltungen ist, war es zur Vervollstandigung der bisherigen 
Kenntnisse wiinschenswert, das Verhalten des Hefen-mazerations-saftes 
hinsichtlich der Fahigkeit seines Enzymkomplexes zur Bildung von 


1 ©. Neuberg und M. Kobel, diese Zeitschr. 208, 463, 1928; 210, 466, 1929. 
2 Dieselben, ebendaselbst 207, 232, 1928. 
3 ©. Neuberg und M. Scheuer, Sitzungsber. d. Wiener Akademie der 
Wissenschaften, Wegscheider-Festschrift, 1929. 
4 M. Vogt, Klin. Wochenschr. 8, 793, 1929; diese Zeitschr. 211, 17, 1929. 
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Methylglyoxal gleichfalls zu untersuchen. Mit dem nach A. v. Lebedew 
bereiteten Mazerationssaft aus untergariger Hefe vermag man bekannt 
lich die Gesamtzymase von den Hefenzellen abzutrennen und mit den 
in Lésung tibergefiihrten Ferment eine wahre alkoholische Garung zu 
erzeugen. Es war festzustellen, ob die mit lebenden oder partiell ge- 
schadigten oder ganz abgetéteten Zellen erhaltenen Resultate mit den 
Agenzien der zellfreien Garung ebenfalls erzielt werden kénnen. Solche 
Versuche erschienen auch deswegen von Belang, weil ihr positiver 
Ausfall einen Nachweis fiir den vollkommenen Parallelismus von 
Zellengirung und zellfreier Garung in sich birgt?. 

Wie Neuberg und Kobel dargelegt haben, ist die Bildung des Methyl- 
glyoxals als Inbegriff und Hauptreaktion der Glykolyse zu betrachten. 
Solange wir keinerlei Anhaltspunkte dafiir besitzen, daB zwischen der 
zum Abbau gelangenden Hexosensubstanz und dem Methylglyoxal 
als dem ersten der 3-Kohlenstoffreihe angehérenden Zerfallsprodukt 
eine fremde Verbindung eingeschaltet ist, kann man das Enzym, das 
diesen Ubergang von der C,- in die C,-Reihe bewirkt, zweckmaBig als 
Glykolase bezeichnen. 

Der Mechanismus der Methylglyoxal-entstehung ist bei der zellfreien 
Gdrung und der mittels lebender oder abgeschwichter Hefenzellen gleich. 
Uber die zu beschreibenden Experimente sei vorweg gesagt, da sich 
die Erzeugung von Methylglyoxal mit Hefenmazerationssaft besonders 
glatt volliziehen laBt. Die Ausbeuten an Methylglyoxal belaufen sich 
nimlich bemerkenswerterweise auf 100°. Zur Benutzung gelangte 
dabei der nach A. v. Lebedews bewihrter Vorschrift gewonnene 
Mazerationssaft aus untergiriger Patzenhofer Bierhefe. 

Die Auffassung, die in den Arbeiten von Newberg und Kobel hin- 
sichtlich des Mechanismus dieser Methylglyoxal-bildung begriindet ist, 
besteht im folgenden: 

Zur Verwendung muB die sogenannte A pozymase gelangen, d. h. 
derjenige Anteil der Gesamtzymase, der vom Coferment befreit oder 
daran verarmt ist. Dieser enthalt das glykolytische Enzym, aber es 
fehlt ihm die Comutase, jenes Agens, das fiir die Weiterverarbeitung 


1 Wie aus dem folgenden hervorgeht, haben sich die Erwartungen 
durchaus erfiillt, die auf die Eignung des Mazerationssaftes zur Erzeugung 
von Methylglyoxal gesetzt wurden. Auch durch die Verwirklichung dieser 
Reaktion von typischem Charakter und von grundsatzlicher Bedeutung 
ergibt sich, wie unberechtigt die Angriffe sind, die man gegen die in allen 
wesentlichen Punkten wohl fundierte Lehre E. Buchners jiingst zu richten 
versucht hat. Die Unzulinglichkeit der Einwande gegen die Existenz einer 
wahren zellfreien Gairung ist auf ganz anderen Wegen von A. J. Kluyver 
und A. P. Struyk (H. 170, 110, 1927), A.v. Lebedew (H. 173, 89, 1927) 
sowie K. Iwasaki und O. Meyerhof (diese Zeitschr. 208, 252, 1928) iiber- 
zeugend nachgewiesen. 
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des Methylglyoxals erforderlich ist. Da aber der erste Angriff des 
Zuckermolekiils ebenfalls die Mitwirkung eines Coenzyms bendtigt, 
insofern als dieses an der Phosphorylierung der Hexose beteiligt ist, 
mu8 als Ausgangsmaterial bereits phosphorylierter Zucker dienen; 
denn die Apozymase vermag die Phosphat-bindung nicht mehr zu 
vollbringen, leistet aber noch die Spaltung zuvor erzeugten Hexose- 
di-phosphats. 

Aus den Mitteilungen von Newberg und Kobel geht hervor, daB es 
nicht unbedingt erforderlich ist, das Coferment durch besondere MaB- 
nahmen zu entfernen; es geniigt vielmehr, durch hinreichende Ver- 
diinnung der normalen Bestandteile des Enzymsystems die Korrelation 
zwischen Apozymase und Cozymase zu stéren, wobei letztere mehr oder 
minder vollstandig auBer Betrieb gesetzt wird. Es sei dahingestellt, 
ob dies mittels physikalischer Faktoren! (durch Anderung der Dispersion) 
geschieht, ob die Cozymase dabei vielleicht ihre sie adsorbierenden 
Trager wechselt, ob der Effekt auf biochemischem Wege zustande 
kommt (etwa durch Begiinstigung begleitender Enzyme?, welche 
Cozymase schneller schidigen als Apozymase), oder einfach durch 
die Konzentrationsverminderung an sich, als deren Folge die leichter 
diffundierende Cozymase zum mindesten am Orte des Geschehens, 
also bei der adialysablen Apozymase, nicht in hinreichender Menge 
vorhanden ist. Man kann sich noch andere Vorstellungen iiber die 
Stérung der Wechselbeziehung zwischen den an der normalen Glyko- 
lyse beteiligten Agenzien machen. Es scll hierauf nicht eingegangen 
werden, ebensowenig auf die Frage, ob die Cozymase der Phospho- 
rylierung und die Cozymase der Dismutation verschiedene, homologe 
oder tibereinstimmende Agenzien darstellen. 

GemaB jenen Grundlagen habe ich sowohl nativen, mit viel keim- 
freiem Wasser sowie Toluol als Antiseptikum versetzten Hefen- 
mazerationssaft verwendet, als auch solchen, der durch sterile Dialyse 
vom Coferment befreit war. Das Resultat war praktisch gleich; in beiden 
Fallen gelang die Abscheidung des Methylglyoxals in Substanz. Unter 
diesen Umstiinden geniigte die Aufstellung von Bilanzen fiir eine der 
beiden Méglichkeiten; der Einfachheit halber wahlte ich Ansatze mit 
stark verdiinnten, nicht dialysierten Mazerationssiiften. 





1 Eine solehe Auffassung befindet sich in bester Ubereinstimmung 
mit der schon sehr friihzeitig von A. v. Lebedew (Ann. Instit. Pasteur 25, 
689, 1911) experimental belegten Feststellung, da® Verdiinnung den 
kolloidalen Zymase-teil wesentlich alteriert und dab die im Hefematerial 
nicht maximal vorhadnene Cozymase, das die terminale Glykolyse limi- 
tierende Agenz darstellt. 

2 Vgl. A. Harden und W.J. Young, Chem. Centralbl. 1906, I, 1625; 
1906, II, 1853; EH. Buchner und F. Klatte, diese Zeitschr. 8, 523, 1908; 
H. v. Euler und K. Myrbdck, Naturwissensch. 17, 291, 1929. 


Biochemische Zeitschrift Band 213. 32 





492 C. Pi-Sufier Bayo: 


Das bei der Spaltung von Hexose-di-phosphat angehiufte Methy]- 
glyoxal wurde in Gestalt des 2, 4-Di-nitro-phenylhydrazons abgeschieden. 
Der Ketonaldehyd wurde in einer Menge erhalten, die der theoretisch 
méglichen gleichkommt; dabei wird angenommen, da beim Zerfall 
von 1 Mol 6-Kohlenstoffzucker 2 Mol Methylglyoxal-hydrat auftreten: 
(gH,.0, = 2(CH,.CO.COH + H,0O). 


Versuche mit frischen Mazerationssiften. 


1. 40cem frischer Hefenmazerationssaft, 
200 ,, 7,013°% ige Lésung von hexose-di-phosphorsaurem 
Magnesium, 
960 ,, Wasser, 
1s ., Tele. 


to 


10 cem Hefenmazerationssaft, 
290 ,, Wasser, 
3 .,  Tolwol. 


3. 5cem Hefenmazerationssaft. 
50 ,, 0,3%ige Methylglyoxallésung, 
95 ,, Wasser, 
i a 


4. 50cem 0.3% ige Methylglyoxallésung, 
100 ,, Wasser, 
15 ,, Toluol. 


Versuchsdauer 24 Stunden; Temperatur 37°. 


Die Bestimmung der Phosphat-abspaltung und die Aufarbeitung der 
einzelnen Versuchslésungen geschah in der von Newberg und Kobel (1. c.) 
angegebenen Weise. ; 

In einem Kubikzentimeter des Ansatzes 1 waren nach 24 Stunden 
0,3494 mg und in einem Kubikzentimeter des Versuchs 2 0,0134mg P 
abgespalten. Der aus dem Hexose-di-phosphat durch Hydrolyse frei ge- 
wordene Phosphor betrug also fiir einen Kubikzentimeter Versuchslésung 


0,3494 mg 
— 0,0134 ,, 


tin aliquoter Teil des am Schlu8 des Versuchs (nach 24 Stunden) 
vorhandenen Phosphatgemisches, das auch hier aus* Hexose-di-phosphat, 
Hexose-mono-phosphat und anorganischem Phosphat bestand, wurde in 
iiblicher Weise mit Alkohol gefallt und die Menge der verschiedenen Phosphat- 
formen quantitativ ermittelt. Der Gehalt an Mono-phosphat-Phosphor 
ergab sich in einem Kubikzentimeter zu 0,0833 mg. Durch Subtraktion 
dieser Menge Phosphor von dem insgesamt abgespaltenen findet man den 
durch totale Dephosphorylierung des Hexose-di-phosphats mineralisierten 
Phosphor zu: 
0,3360 mg 
— 0,0833 ,, 





= 0,2527 mg P. 
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Die dieser Quantitaét in Freiheit gesetzten Phosphors entsprechende 
Zuckermenge macht dann 0,7337 mg pro Kubikzentimeter aus. 

Dieser aus dem Hexose-di-phosphat abgeléste Zucker ist zum gréBten 
Teil in Methylglyoxal itbergegangen, zum kleinen Teil noch als solcher bei 
Unterbrechung des Versuchs in der digerierten Fliissigkeit vorhanden. Die 
Bestimmung des unveriéinderten Zuckers erfolgte, wie friither beschrieben 
ist, in dem eingedampften alkoholischen Filtrat der Phosphatfaillung. Nach 
Verdampfen des Weingeists wurde der Riickstand in wenig Wasser auf- 
genommen und in der wasserigen Lésung der Zucker nach der Methode von 
Lehmann-Maquenne ermittelt. In 10cem Versuchslésung wurden so fiir 
Ansatz 1 2,06 mg und fiir Vergleichsansatz 2 0,95 mg Zucker festgestellt. 
Durch Subtraktion der im Vergleichsversuch vorhandenen Zuckermenge 
erhalt man den aus dem Hexose-di-phosphat frei gewordenen Zucker zu 


2,06 mg 
— 0,95 ,, 


= 1,11 mg. 


Pro Kubikzentimeter sind also'in diesem Falle 0,11 mg Zucker gebildet 
worden. Zieht man diese Menge von dem durch totale Dephosphorylierung 
entstandenen Quantum ab, so ergibt sich die Menge Kohlenhydrat, die 
pro Kubikzentimeter fiir die Bildung des Methylglyoxals in Betracht 
kommt, zu 

0,7337 mg 
—0,1110 ,, 
= 0,6227 mg. 

Zwecks Isolierung des Methylglyoxals wurden 860 ccm der mit Tri- 
chloressigsiure enteiweiBten Versuchslésung verwendet. Das Methyl- 
glyoxal wurde in der hier geiibten Weise durch Fallung mit 2, 4-Di-nitro- 
phenylhydrazin in salzsaurer Lésung niedergeschlagen. Nach einigem 
Stehen setzte sich der Niederschlaz gut ab; nach 2 Stunden wurde er ab- 
zentrifugiert, mit verdiinnter Salzsiure, Wasser sowie Alkohol gewaschen 
und im Exsikkator getrocknet. 

Ausbeute 1,71 g¢ Methylglyoxal - bis - 2, 4 - di - nitrophenylhydrazon 
= 0,3563 g Methylglyoxal-hydrat aus 860cem. Pro Kubikzentimeter 
wurden demnach 0,414 mg CH,.CO.CHO + H,0O isoliert. 

Durch Fallung des in den Vergleichsversuchen 3 und 4 nach 24 Stunden 
noch vorhandenen, fertig zugesetzt. gewesenen Methylglyoxals ‘stellte ich 
fest, daB pro Kubikzentimeter Versuchslésung 0,212 mg Methylglyoxal- 
hydrat durch Dismutation verschwunden waren. (Die Methylglyoxallésung 
allein, Ansatz 4, hatte sich nicht gefndert). Addiert man die umgesetzte 
Menge zu der als Bis-hydrazon isolierten Quantitaét des Ketonaldehyds, 
so ergibt sich pro Kubikzentimeter eine Bildung von 0,626 mg Methylgly- 
oxal-hydrat. Da nach den Phosphat-analysen 0,6227 mg Zucker fiir den 
Ubergang an Methylglyoxal zur Verfiigung standen, so belauft sich die 
Ausbeute an Methylglyoxal-hydrat auf 626. 100: 623 = 100,5°% der theo- 
retisch méglichen Menge. 


Analyse des isolierten 
Methylglyoxal-bis-2, 4-di-nitro-phenylhydrazons. 
Das Bis-hydrazon wurde einmal aus Pyridin und einmal aus Nitro- 

benzol umkristallisiert; es war dann rein und schmolz bei 298°. 


82 * 
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4,679 mg Substanz gaben 7,200 mg CO, und 1,220 mg H,0O. 

2,887 ,, we »  0,658cem N, (754mm, 24°, 50% KOH). 

CysH,pNgO,- Ber.: C = 41,66%, H = 2,80%, N = 25,93%; 
(432) gef.: C = 41,96%, H = 2,91%, N = 25,75%. 


Ein anderer Versuch gleicher Art lieferte das selbe Resuitat. 


Aus dem Hexose-di-phosphat waren innerhalb 24 Stunden pro Kubik- 
zentimeter 0,3387 mg P abgespalten. Durch Analyse des mit Alkohol gefallten 
Phosphatgemisches wurde pro Kubikzentimeter ein Gehalt ven 0,0875 mg 
Monophosphat-Phosphor gefunden, so das der durch komplette Dephos- 
phorylierung in 1 cem Versuchsgemisch frei gewordene Phosphor 

0,3387 mg 
— 0,0875 ,, 
= 0,2512 mg P 
betrug. 

Die diesem, durch komplette Dephosphorylierung frei gewordenen 
Phosphor entsprechende Menge Zucker ist also 0,7293mg pro Kubik- 
zentimeter. In dem alkoholischen Filtrat der Phosphat-fallungen wurden 
0,1160 mg Zucker aufgefunden, so daB fiir den Ubergang an Methylglyoxal 
0,6133 mg Zucker disponibel waren. In der bekannten Weise wurden pro 
Kubikzentimeter 0,0422 mg Methylglyoxal-hydrat  isoliert, wahrend 
0,0207 mg durch Dismutation verbraucht waren. Es waren somit in 
dem Versuchsgemisch pro Kubikzentimeter 0,0629mg CH,.CO.CHO 
+ H,O gebildet. Demnach betrigt die Ausbeute an Ketonaldehyd 
629 . 100: 613 = 102% der Theorie. 

Versuche mit dialysiertem Hefenmazerationssajt, der ebenfalls stark, 
und zwar im Verhialtnis 1: 30, verdiinnt wurde, gaben in der Hauptsache 
das gleiche Resuitat. Die Phosphat-abspaltung erreichte etwa die Halfte 
derjenigen, die in den eben angefiihrten Ve7suchen gefunden wurde, und 
die gebildete Methylglyoxal-menge betrug 50% von der, die bei den hier 
ausfiihrlicher beschriebenen Versuchen mit frischem Hefenmazerationssaft 
erzielt worden ist. 


Analyse des umkristallisierten Bishydrazons. 


4,909 mg Substanz gaben 7,530 mg CO, und 1,390 mg H,0O. 

2,831 ,, ‘ »  0,639cem N, (754mm, 24°, 50°, KOH). 

CysH,.N,0,- Ber.: C = 41,66%, H = 2,80%, N = 25,93%; 
(432) gef.: C = 41,82%, aH = 3,14%, N = 25,66 %. 
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Studien iiber die Dismutation von Methylglyoxal 
und Phenylglyoxal durch das Enzym griiner Blatter. 
Versuche mit Lindenbliattern. 


Von 
César Pi-Suner Bayo (Barcelona). 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 27. Juli 1929.) 


Die Dismutation aldehydischer Substanzen durch Material aus 
dem Pflanzenreiche ist zuerst mittels Hefe ausgefiihrt worden. Der 
zugrundeliegende Oxydo-reduktions-prozeB hat fiir das Verstandnis 
der dritten Vergirungsform besondere Bedeutung erlangt. ' Bei dieser 
erfolgt namlich zunachst eine oxydo-reduktive Aufteilung des Zucker- 
molekiils in Acetaldehyd plus Kohlendioxyd (Oxydationsstufe), sowie 
Glycerin (Reduktionsstufe), und sodann vollzieht sich eine zweite 
oxydo-reduktive Umwandlung, die zu einer Stabilisierung des Acet- 
aldehyds fiihrt, indem dieser zu Essigsiure und Athylalkohol dismutiert 
wird (C. Newberg und J. Hirsch). Derselbe Grundtypus liegt den Dis- 
mutationen zugrunde, die sich nicht intermolekular an zwei einfachen 
Aldehydmolekiilen, sondern intramolekular an einem Ketonaldehyd- 
molekiil abspielen. Als Substrate fiir diesen Vorgang sind Methyl- 
glyoxal- und Phenylglyoxal-hydrat am meisten benutzt worden. 

Es darf als feststehend gelten, daf alle Zellarten, die mit einem der 
Alkohol-zymase oder Milchséure-zymase Ahnlichen desmolytischen 
System ausgestattet sind, die Kraft zur Dismutation des Methyl- 
glyoxals (und Phenylglyoxals) aufweisen. Da ein entsprechender 
enzymatischer Apparat offenbar den Zellarten allgemein immanent ist, 
so hat sich das Vorkommen dieser oxydo-reduktiven Leistung, die in 
vielen Fallen den Endeffekt der Glykolyse darstellt!, bei samtlichen 
daraufhin gepriiften pflanzlichen und tierischen Zellen zu erkennen 
gegeben. 

1 C. Neuberg, Der Zuckerumsatz der Zelle. Jena 1913; Oppenheimers 
Handb. d. Biochem., 2. Aufl., Band II, 442, 1924. 
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Beachtenswert ist in diesem Zusammenhange, daB die héher ent- 
wickelten Pflanzen an verschiedenen Stellen ihres Organismus dieses 
Enzym der Dismutation ebenfalls beherbergen. Es ist zuerst in den 
Samen (von Erbsen, Bohnen, Lupinen und Cerealien) sicher fest- 
gestellt und dann auch in den griinen Blattern? nachgewiesen. Obgleich 
Lactate sich nicht regelmaBig in den griinen Pflanzenteilen angehauft 
vorfinden, so offenbart sich in jener Fahigkeit zur Bildung von Milch- 
siure aus Methylglyoxal gleichfalls das allen Lebewesen anscheinend 
zukommende Vermégen zur Erzeugung dieser Substanz. Man wird es 
auch bei den griinen Blattern nicht als eine zufillige Erscheinung be- 
trachten diirfen. Der Umstand, daB Milchsaéure nur selten angesammelt 
wird, kann die verschiedensten Griinde haben, wie Weiterverbrauch, 
Resynthese und andere mehr; zugleich deuten die Beziehungen und 
Ahnlichkeiten des Stoffwechsels bei den verschiedenen Zellarten auf 
einen mindestens in der Anlage identischen Mechanismus des Kohlen- 
hydrat-abbaues*. Mit einer solchen Auffassung steht im besten 
Einklang die bereits in vielen Fallen gelungene Isolierung von Methy]- 
glyoxal bei desmolytischen Prozessen, auch bei den héher entwickelten 
Vegetabilien. 

Untersuchungen von C. Newberg und M. Kobel* sprechen dafiir, 
daB die Dismutation der einfachen Aldehyde und die der Ketonaldehyde 
Analogien nicht nur in formaler Beziehung, sondern auch in kinetischer 
Hinsicht aufweist, ohne daB bisher die véllige Identitat der beiden hier 
ablaufenden Vorginge behauptet werden kénnte. Die Untersuchungen 
iiber Dismutation mit Ketonaldehyden bieten nun gegeniiber denen mit 
einfachen Aldehyden (ohne asymmetrisches Kohlenstoffatom) einen 
Vorteil. Er besteht darin, daB hier nach mannigfachen vorliegenden 
Erfahrungen® die Dismutation stereochemisch dirigiert wird und unter 
einseitigem asymmetrischen Umbau verlaufen kann, insbesondere ist 
beim Phenylglyoxal-hydrat bisher ausnahmslos die Bildung optisch 
aktiver Mandelsiure beobachtet worden®. Die Drehungsrichtung ist 


1 C. Neuberg und G. Gorr, diese Zeitschr. 171, 475, 1926; 178, 358, 1926; 
G. Binder-Kotrba, ebendaselbst 174, 443, 1926; L. Klar, ebendaselbst 186, 
337, 1087. 

2 C. Neuberg und M. Kobel, ebendaselbst 179, 459, 1926; Stoklasa- 
Festschrift 1928, S. 269. 

3 Siehe W. Benecke und L. Jost, Pflanzenphysiolog., IV. Aufl., 1924, 
S. 363. 

4 CO. Neuberg und M. Kobel, Zeitschr. f. physikal. Chem., Abt. A, 
Haber-band 139, 631, 1928. 

5 C. Neuberg, diese Zeitschr. 51, 484, 1913; C. Newberg und M. Kobel, 
ebendaselbst 182, 470, 1927. 

* P. Mayer, diese Zeitschr. 174, 420, 1926; G. Binder-Kotrba, 1. c.; 
L. Klar, 1. c.; C. Neuberg und E. Simon, diese Zeitschr. 186, 331, 1927; 
A. Gualdi, ebendaselbst 205, 318, 1929. 
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abhangig vom Enzymmaterial, und man wird unter Beriicksichtigung 
des Ubergangs von strukturell inaktiver Ausgangssubstanz zu fast 
100°, in eine einzige optisch aktive Form ohne Zwang in dem Auf- 
treten der letzteren das Walten spezifisch biologischer Faktoren er- 
blicken diirfen. Es ist dieser Umstand um so wichtiger, als jiingst 
J. Bodnar und C. Bernauer' darauf hingewiesen haben, daB das Ver- 
schwinden von Acetaldehyd in Beriithrung mit Pflanzenteilen nicht 
unbedingt auf einem enzymatischen Vorgang zu beruhen braucht, 
sondern rein chemische Ursachen haben kann, indem es hier zu Aldol- 
kondensationen zu kommen scheint, ohne daB dieselben durch einen 
Biokatalysator beschleunigt werden. Inwieweit dieses fiir die Wirkungen 
anderer vegetabilischer Materialien gilt, bei denen auch ein Verbrauch 
von Aldehyd?, aber nicht in allen Fallen die Bildung aquivalenter Mengen 
von Alkohol und Saure festgestellt ist, bleibe unerértert. 

Bereits C. Newberg und M. Kobel? haben darauf aufmerksam 
gemacht, daB bei der Dismutation des Methylglyoxals durch das Enzym 
griiner Blatter racemische Milchsiure gewonnen wird, in beachtens- 
wertem Einklange mit dem Umstand, da8 bisher die in griinen Pflanzen- 
teilen praformierte und daraus isolierte Milchséure sich immer als die 
d, l-Form erwiesen hat. 

Mit dem Ferment aus héheren Pflanzen und Phenylgl yoxal-hydrat 
als Substrat sind von den vorher erwahnten Autoren Versuche angestellt, 
die eine Umwandlung des aromatischen Ketonaldehyds in linksdrehende 
Mandelsiure ergeben haben, wihrend man mit Bakterien, wie schon 
angefiihrt ist, wablweise d- und ]-Mandelsaure erhalten kann. In meinen 
Versuchen mit dem Enzym der Lindenblitter (Tilia grandifolia) gelangte 
ich in einer Ausbeute von rund 83°, zu d (—-)-Mandelsdéure von der 
spezifischen Drehung von — 146,5°. Diese Saiure bestand zu 96°, aus 
der lavogyren Komponente. 

Somit diirfte an dem enzymatischen Charakter der Reaktion im 
Falle des Phenylglyoxals kein Zweifel herrschen. 

Was die Versuche mit Methylglyoxal betrifft, so ist folgendes zu 
sagen: Mit den gekochten Ausziigen der Lindenblatter wurde die Um- 
wandlung nicht erreicht, so daB auch hier die biologische Natur der 
Dismutation als gesichert erscheint, obgleich das Produkt d, l-Lactat 
gewesen ist. 

Die Einzelheiten ergeben sich aus dem nachstehenden Versuchsteil. 





1 J. Bodnar und C. Bernauer, diese Zeitschr. 209, 458, 1929. 

2 W. Zaleski und E. Schatalowa-Zaleskaja, ebendaselbst 201, 190, 1928; 
H. v. Euler und E.Grabe, Chem. Centralbl. 1928, II, 2410; Z. J. Kertesz, 
H. 176, 144, 1928. 
3 C. Neuberg und M. Kobel, |. ¢c., Stoklasa-Festschrift. 
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I. Ansiitze mit Methylglyoxal. 


1. 250g Brei von frischen griinen Lindenblattern, 

740 ccm Wasser, 

10 ,, 10% ige Methylglyoxallésung, 
10 g Calciumcarbonat, 
10cem Toluol. 

250 g Lindenblatterbrei, 

640 ccm Wasser, 

100 ,, Hefenkochsaft (als Coferment), 
10 ,, 10%ige Methylglyoxallésung, 
10g Calciumcarbonat, 

10 cem Toluol. 
3. 250g Lindenblatterbrei, 

750 cem Wasser, 
10g Calciumcarbonat, 

10cem Toluol. 


to 


Die Gemische wurden 6 Stunden bei 40° geschiittelt und dann im 
Brutschrank bei 37° aufbewahrt. Da die Blattersubstanz allmahlich stark 
aufquoll, so wurde jeder Ansatz nach 24 Stunden mit je 750 cem Wasser 
verdiinnt. Zu Beginn, nach 24 und nach 48 Stunden wurden je 15 ccm 
Fliissigkeit abgegossen, und in diesen Anteilen wurde die Priifung auf 
Methylglyoxal angestellt. Zu diesem Zwecke wurden die entnommenen 
Mengen zentrifugiert und mit dem gleichen Volumen Alkohol versetzt; 
von der entstandenen Fallung wurde abfiltriert, das klare Filtrat mit einer 
essigsauren Lésung von p-Nitropheny]-hydrazin versetzt und etwas eingeengt. 

Es ergab sich, da8 nach 48 Stunden der Ketonaldehyd vollstandig 
verschwunden war. Dann wurden die gesamten Versuchsgemische abge- 
schleudert und der Riickstand auf der Zentrifuge zweimal mit Wasser ge- 
waschen. Die vereinigten Lésungen wurden konzentriert, mit dem gleichen 
Volumen an Methylsprit versetzt und filtriert. Die Riickstaénde wurden in je 
125 cem siedendem Wasser gelést und von neuem mit der gleichen Menge 
Methylsprit gefallt. Die das Lactat enthaltenden Lésungen wurden ver- 
einigt, durch etwas iiberschiissige Oxalsiure vom Calcium befreit, filtriert 
und nun mit so viel Bleicarbonat gekocht, bis sie gegen Lackmuspapier 
nicht mehr sauer reagierten. Nach Abkiihlung wurde filtriert und mit 
kaltem Wasser nachgewaschen. Darauf wurde mit Schwefelwasserstoff 
entbleit und geléster Schwefelwasserstoff durch Einleiten von Luft 
entfernt. Nunmehr wurde mit iiberschiissigem alkalifreiem Zinkoxyd in 
iiblicher Weise bis zur vollkommenen Neutralisation gekocht, vom ungelésten 
Zinkoxyd hei8 abfiltriert und die Lactatlésung auf ein kleines Volumen ein- 
geengt. Da eine Kristallisation nicht erfolgte, wurde jede der Fliissizgkeiten 
phosphorsauer gemacht, mit gegliihtem Natriumsulfat bis zu einem mehl- 
artigen Pulver verrieben und im Soxhletapparat mit Ather erschépfend 
extrahiert. Der nach Verdampfen des Athers verbliebene Riickstand wurde 
in Wasser gelést. Nach der Reinigung mittels Bleicarbonat, die in der vorher 
beschriebenen Weise ausgefiihrt wurde, resultierte schlieBlich eine Zink- 
lactatlésung, in der nach Einengen und langerer Aufbewahrung Kristalli- 
sation eintrat. Das Salz wurde auf Ton abgepreBt und zweimal aus 
Wasser unter Zugabe von etwas Tierkohle umkristallisiert. 


Ausbeute Versuch 1: 0,8 g; 
” ” 2: 0,65 g- 
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Dismutation von Methylglyoxal und Phenylglyoxal. 


Wie man sieht, hat Zugabe von Coferment die Ausbeute nicht ver- 
bessert, doch ist zu bedenken, daB in den extraktreichen Blatterausziigen 
viel kristallisationshemmendes Material zugegen und somit die Ausbeute 
iiberhaupt nicht ganz befriedigend ist. 

Die polarimetrische Bestimmung lehrte, daB optisch inaktives Salz 
vorlag, was durch Feststellung des Kristallwassergehalts bestatigt wurde. 


Analysen. 


0,1007 g lufttrockene Substanz 1 gaben beim Entwassern 0,0184 g H,O 
ab und lieferten beim Veraschen 0,0275g¢g ZnO. 
0,1001 g lufttrockene Substanz 2 gaben beim Entwassern 0,0183 g H,O 
ab und liefetten beim Veraschen 0,0276g ZnO. 
(C,H,O;).Zn + 3H,O. Ber.: H,O = 18,18%, ZnO = 27,35%. 
Gef.: H,O = 18,27%, ZnO = 27,35%; 
H,O = 18,28%, ZnO = 27,42 %. 
Praformierte Milchséiure war aus dem ebenso aufgearbeiteten Ansatz 3 
nicht zu erhalten, auch nicht durch die Farbenreaktion mit Thiophen zu 
erkennen. Die Blatter enthielten also mindestens in der Vegetationsperiode, 
wo sie gepfliickt waren, keine Milchséure. 


II. Ansiitze mit Phenylglyoxal. 


1. 250g Brei von frischen griinen Lindenblattern, | 
1500 cem Wasser, 
1,0g Phenylglyoxal-hydrat, 
10g Calciumcarbonat, 
10 cem Toluol. 


2. 250g Lindenblatterbrei, 
1500 cem Wasser, 

10 g Calciumcarbonat, 
10cem Toluol. 

Versuchstemperatur 37°. 

Zu Beginn, nach 24 Stunden und nach 2 Tagen wurde in einer ent- 
nommenen Probe auf die Anwesenheit von Phenylglyoxal mit p-Nitro- 
phenylhydrazin-acetat gepriift. Im Hauptversuch war der Ketonaldehyd 
nach 48 Stunden verschwunden. Sodann wurde zentrifugiert und der 
Riickstand zweimal mit je 450ccm Wasser gewaschen. Die vereinigten 
Lésungen wurden nach dem Einengen mit Aceton gefallt. Nach Filtration 
wurden die mit Aceton erzeugten Niederschlige in je 125 ccm siedendem 
Wasser gelést, wieder mit 125 ccm Aceton gefallt und filtriert. Die gleiche 
Behandlung wurde noch einmal wiederholt. Die acetonhaltigen Lésungen 
wurden vereinigt und nach Verjagung des Acetons sowie Filtration mit 
Phosphorséure angeséiuert. Die sauren Fliissigkeiten wurden im Scheide- 
trichter sechsmal mit Ather ausgeschiittelt und die atherischen Lésungen 
mit frisch geglithtem Natriumsulfat getrocknet. Der Ather wurde nunmehr 
vollkommen abdestilliert, der Riickstand in wenig siedendem Wasser auf- 
genommen, mit Tierkohle gekocht und filtriert. Nach Eindampfen der 
wisserigen Lésung fand noch keine Kristallisation der vorhandenen Mandel - 
sdure statt. Die eingeengte Fliissigkeit wurde deshalb mit Natronlauge 
genau neutralisiert, filtriert und mit Cadmiumsulfat gefallt. In der aus 
Versuch 1 erhaltenen Lésung entstand ein dichter Niederschlag des sehr 
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schwer léslichen mandelsauren Cadmiums'’, in der aus Versuch 2 gewonnenen 
trat keine Fallung ein. Das mandelsaure Cadmium, das zunichst noch 
dunkel gefarbt war, wurde abgesaugt, mit Wasser gewaschen und dann 
nach Suspension in Wasser durch Schwefelwasserstoff zerlegt. Nach 
dreistimdigem Einleiten von Schwefelwasserstoff wurde der fein verriebene 
Riickstand abermals in Wasser aufgeschwemmt und von neuem mit 
Schwefelwasserstoff behandelt. Nach 2 Stunden wurde wieder filtriert und 
die erhaltene jetzt fast wasserhelle Lésung vollkommen zur Trockne ge- 
dampft. Ausbeute 0,834 g rohe Mandelséure. Nach Umkristallisation aus 
Benzol wurde die Mandelsiure nunmehr schén kristallisiert erhalten. 
Schmelzpunkt 130°. 


Zur Polarisation wurden 0,2338 g in 10,0cem Wasser geldést. 
[a4]p = — 146,5° (a = — 6,859, 1 = 2, c = —2,338). 

Bei der Titration verbrauchten 8,0cem dieser Lésung 12,2cem n/10 Kali- 
lauge; fiir Mandelsiure berechnet man 12,3 ccm. 

Hierdurch, sowie durch den hohen spezifischen Drehwert, der 
fast ganz den der optisch reinen Individualform erreichte, ist die auf 
enzymatischem Wege gewonnene Substanz als d(—)-Mandelsaure 
charakterisiert. Da zudem die Ausbeute daran mehr als 80°, der 
Menge Mandelsaure ausmachte, die itiberhaupt aus dem strukturmaBig 
optisch inaktiven Phenylglyoxal hervorgehen kann, so liegt hier ein 
neues Beispiel fiir den beachtenswerten Vorgang des asymmetrischen 
Umbaues vor. 


1 A. McKenzie, Chem. Centralbl. 1899, II, 1048; vgl. auch H. Thier- 
felder und K. Daiber, H. 130, 388, 1923. 


Berichtigung. 


In der Arbeit ,,Bestimmung des Kreatinins und des Kreatins in 
kleinen Blutmengen‘‘ von FL. Koplowitz, diese Zeitschr. 211, 475, 1929, 
muB es heiBen: 


‘ auf 8. 483, Zeile 5 von oben: 


15 cem himolysierten Blutes statt 1 ccm hamolysierten Blutes. 
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